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INTRODUCTION. 


On sait qu’il est classique de classer les toxines micro- 
biennes en deux groupes, les exotoxines et les endotoxines. Nous 
avons, aprés d'autres auteurs, montré, par des arguments expé- 
rimentaux sur lesquels nous reviendrons plus loin, que la distinc- 
tion entre ces deux groupes de toxines, distinction qui reste 
valable 4 certains points de vue, ne doit pas étre basée sur leur 
liaison avec les corps microbiens mais sur leur nature chimique. 
Nous proposons done la classification suivante : 

1° Toxines de structure chimique complexe de type Polyoside- 
Protéine-Lipide [41, 1 bis} ou Glucido-Lipidique {2, 3, 4]. — Ces 
toxines représentent une partie constitutive souvent importante, 
jusqu’é 10 p. 100, du corps microbien. Elles ont été identifiées 
aux antigénes O complets des formes smooth des Entérobactéries 
par Boivin [2, 3] et Topley et Raistrick [5]. Une d’entre elles est 
trés probablement l’antigéne rough de ces Salmonelles [6, 7]. 

Pour une souche donnée, la quantité de toxine synthétisée reste 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1954. 
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au cours de la croissance proportionnelle 4 la quantité de matiére 
vivante formée. On ne voit jamais la quantité de toxine augmenter 
lorsque la croissance est terminée et la synthése de la toxine ne 
peut étre dissociée de celle de la cellule entiére. Nous ne nous 
occuperons pas de ces toxines au cours de cet exposé. 

2° Nous proposons le terme de toxines holoprotéiques ou plus 
simplement de foxines proléiques pour le deuxiéme groupe de 
toxines correspondant approximativement au groupe ancien des 
exotoxines. 

(Leur nature protéique sans groupement prosthétique décelable 
est établie pour certaines d’entre elles obtenues a l'état de grande 
pureté : toxine diphtérique [8, 9, 10, 44, 12, 13, 14] ; toxines botu- 
liniques A et B (45, 46, 17, 18, 49]; toxine tétanique [20, 21] ; 
neurotoxine Shiga [22, 23]. 

Elle est trés vraisemblable pour une série d’autres toxines 
obtenues sinon a ]’état pur, du moins sous forme de préparations 
tres purifiées : 

Toxine perfringens a [24, 25]; toxine staphylococcique « [26, 
27]; toxine de Cl. histolyticum {28}. 

On peut admettre la nature protéique, par vole d’analogie, des 
toxines de Cl. chauveei, Cl. hemolyticum, Cl. cedematiens. 

Si la nature protéique de toutes ces toxines explique la plupart 
de leurs propriétés générales, elle ne préjuge nullement de leur 
localisation par rapport aux corps microbiens. On peut, en fait, 
rencontrer les trois éventualités suivantes : 

a) La toxine est un constituant du corps microbien qui lui est 
solidement lié et qui ne diffuse dans le milieu de culture que tardi- 
vement a la faveur d’un processus d’autolyse. On ne peut la pré- 
parer en quantité appréciable qu’a partir des corps microbiens. 
Elle ne diffuse pratiquement pas dans le milieu au cours de la 
phase exponentielle de la croissance. La seule toxine actuellement 
bien étudiée qui corresponde 4 ce schéma est la neurotoxine Shiga. 

Il est probable, 4 notre avis, que les recherches ultérieures per- 
mettront de découvrir de nouvelles toxines protéiques qui ren- 
treront dans ce cadre. Il parait bien en étre ainsi de la toxine 
pesteuse d’aprés les résultats de Ajl et coll. [29, 30). 

La toxine, dans ces cas, est un constituant endocellulaire for- 
tement lié a la cellule. La quantité de toxine synthétisée semble 
bien, pour une souche donnée, étre proportionnelle a la masse 
microbienne totale formée. Elle ne représente d’ailleurs, dans le 
cas de Shigella shigx, qu'une fraction trés faible de ce dernier. 

b) La toxine est diffusée dans le milieu de culture au cours 
méme de la phase exponentielle. La concentration de la toxine 
dans les corps microbiens reste faible. Quoique’ non nulle, Ja 
quantté totale de toxine endocellulaire est négligeable par rap- 
port a la quantité de toxine présente dans le milieu extérieur. (La 
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quantité totale de toxine extractible a partir des corps microbiens 
est inférieure 4 1 p. 100 de la toxine totale.) 

Cette éventualité est celle qui était acceptée jusqu’a ces der- 
meres années par la majorité des bactériologistes ; d’ot le nom 
d’exotoxines réservé par eux a l’ensemble des toxines protéiques 
(auxquelles se rattachait comme une exception la neurotoxine 
Shiga). 

Nous pensons que certaines toxines protéiques rentrent effec- 
tivement dans ce groupe. Nous avons pu I’établir pour trois 
toxines importantes : 

Toxine diphtérique [84], toxine staphylococcique « [82], toxine 
perfringens a [38]. 

c) La toxine est diffusée dans le milieu extérieur au cours de 
la phase exponentielle, la concentration endocellulaire restant 
élevée pendant cette phase. Une quantité supplémentaire, souvent 
trés importante, de toxine apparait dans le milieu aprés la fin de 
la croissance exponentielle 4 la faveur d’un processus d’autolyse 
ou d’un changement de perméabilité de la membrane cellulaire 
lié a la mort des bactéries. Divers auteurs, antérieurement A nos 
propres recherches [84, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 44] ont soutenu 
cette opinion sans arriver a la faire admettre de facgon universelle. 
Citons Eisler et Kovacs [42, 48], Eisler [44], Nelson [45]. 
Prigge [46], en 1932, a fait une revue des travaux anciens et a pu 
préparer une poudre de corps microbiens secs contenant de la 
toxine diphtérique. 

Ces divers auteurs se sont, en général, contentés de montrer 
que l’on pouvait extraire des quantités décelables de toxine 
4 partir des corps microbiens de diverses bactéries toxinogénes 
prélevées 4 des phases souvent mal définies de la croissance. Ils 
ont été ainsi amenés A défendre l’opinion inverse de l’opinion 
classique et a affirmer : 

1° Que toutes les exotoxines sont des constituants endocellu- 
laires. 

Cette affirmation nous parait trés vraisemblable, car il est infi- 
niment probable que les synthéses de protéines se font a J]’inté- 
rieur de la cellule. 

2° Que la toxine est dans tous les cas libérée dans le milieu de 
culture a la faveur d’un processus d’aulolyse, ce qui implique 
qu’avant ce processus, les corps microbiens contenaient la toxine 
a concentration élevée. 

Cette derniére proposition ne nous parait absolument pas légi- 
time dans tous les cas. 

En particulier, si on examine les résultats publiés par Morton 
et Gonzalez [47] et par Prigge [46] pour la toxine diphtérique, 
on constate que les quantités de toxine que |’on peut extraire 
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des corps microbiens sont toujours trés faibles, de l’ordre de 
0,01 & 0,05 p. 100 de la toxine totale. 

Or, pour Eisler, la toxine diphtérique, la toxine tétanique, la 
toxine botulinique, la toxine du vibrion cholérique sont placées 
sur un méme plan et considérées comme des constituants endo- 
cellulaires libérés dans le milieu par autolyse. 

Reprenant cette étude dans le cas de la toxine télanique, nous 
avons cherché a préciser la concentration relative de la toxine 
dans les corps microbiens et le milieu extérieur. Nous avons été 
frappés par le fait que cette répartition se modifiait lorsque la 
croissance exponentielle était terminée [44]. 

Ces premiéres recherches ont été effectuées en cultures non 
agitées suivant la technique employée empiriquement pour la 
producti tion des toxines. I] est évident que, dans ces conditions, 
: croissance est difficile & contréler. Nous nous sommes done 
proposé de reprendre cette étude dans des conditions ot la 
croissance peut étre mesurée de fagon plus rigoureuse. Nous 
avons cherché a adapter les conditions définies par Monod [48] 
aux milieux propres a la toxinogenése de divers microbes aérobies 
et ana¢érobies. 

‘TECHNIQUES. 


Nous donnons plus loin les détails techniques propres a chaque 
toxine. Nous indiquerons simplement ici que la croissance a élé 
mesurée par détermination de la densité optique des suspensions 
microbiennes au photométre Klett-Summerson, avec l’écran 540, 
en tubes cylindriques standards ou en tubes en T de Monod [49] 
de 18 mm de diamétre. 

Les valeurs lues en unités arbitraires du photométre (A) ne 
sont proportionnelles 4 la densité microbienne (évaluée en azote 
bactérien par muillilitre) que pour les faibles valeurs de la den- 
sité oplque. Au dela d’un certain seuil (que nous avons trouvé 
de 100 unités Klett pout le bacille diphtérique, 50 unités as 
Welchia perfringens, 150 unités pour le bacille tétanique), 
densité lue (A) est inférieure a la densité « vraie » (8) que ye 
peut déterminer en diluant la suspension et en effectuant la lec- 
ture photométrique dans la zone de proportionnalité. 

Chaque fois que nous disposions de volumes suffisants de 
culture, nous avons effectué la mesure, aprés dilution appropri¢ée, 
dans la zone de proportionnalité, 

‘Lorsque nous avions 4 suivre la croissance dans des tubes de 
faible volume, la densité corrigée (8) a été calculée a partir de 
la densité lue (A) grace & des courbes de correction établies pour 
chaque germe. 

La correspondance entre les unités arbitraires corrigées et le 
taux d’azote bactérien par millilitre dans les conditions expéri- 
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mentales (souches, milieux, etc.) que nous avons employées est 
la suivante : 1000 « unités arbitraires Klett corrigées » corres- 
pondent aux taux d’azote ci-dessous : 


Corynebacterium diphtheriae . 0,340 mg N/ml 
Welchia perfringens . oo 66 co on om o 5 OpnGW) snes INjfonl 
Pleetredtum lelona . 3 0 es cw > 05432 mg Nil 
Slaphylococecus aureus 0,393 mg N/ml 
Clostridium histolyticum . ee ew 0-00 ceNimil 
QW RERWE SYMON, 5 2 56 62 5 6 6 0 2 6 5 a WABR) iiyee Wr! 
Clostnginisond lita ane ee ere ON St emme Nini 
Clostridium edematiens ............ .—-41,150 mg N/ml 
Clostridium bolulinumvAr . 6.9 2 =. <2 - 0,330 me N/m) 


Les courbes de croissance sont éltablies en coordonnées semi- 
logarithmiques en portant en ordonnées log,5 (8 = densité 
corrigée exprimée en unités arbitraires Klett) ct en abscisses le 
temps. 

Pour les germes aérobies, les cultures agitées ont été effectuées 
par trois techniques : 

1° Cultures en tubes en T de Monod. — Le milieu est réparti 
sous le volume de 5 ml dans un tube de 18 x 220 mm portant 
une tubulure de 8x80 mm en son centre, ou sous le volume de 
50 ml dans un tube de 60 x 280 mm portant en son centre une 
tubulure de 30 x 100 mm. L’agitation est assurée par un apparcil 
donnant aux tubes un mouvement de bascule autour de leur 
centre de gravité au rythme de 15 ou 30 oscillations par minute. 

2° Cultures en « bactogéne ». — Nous avons employé l’appa- 
reil de Monod [50] avec diverses modifications de détail pour pro- 
téger la culture contre les contaminations extérieures, protection 
nécessaire dans le cas d’expériences de longue durée ‘fig. 1] (1). 

Le ballon en pyrex de 5 1 de capacilé est entrainé a une vitesse 
de 60 tours par minute. Le milieu stérile est injecté par l’inter- 
médiaire d’une pompe 4 transfusion (marque Jouvelet) dont le 
corps aspirant et foulant est représenté par un tube de caoutchouc 
de faible diamétre (0,1 mm) qui permet d’obtenir un deéhbit 
minimum trés réduit (0,7 ml par minute). Cet appareil peut étre 
utilisé sans alimentation continue. I] permet d’étudier alors la 
courbe de croissance sur une culture de volume important (500 
a 1000 ml). Les prélévements asepliques répétés se font faci- 
lement grace A une dérivation spéciale. L’agitation vive permet 
une aération trés forte et un échange excellent entre la phase 
liquide et la phase gazeuse. La culture réalisée dans ces condi- 
lions expérimentales sera appelée, dans le texte, « culture en 
ballon tournant ». 


(1) Nous adressons nos remerciements au D'® Monod pour les divers 
renseignements techniques qu’il nous a communiqués pour l’emploi 
du bactogéne. 
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Pour les germes anaérobies, la culture a été réalisée de facon 
variable : 
1° Culture en tubes scellés agités. — Le milieu est réparti 
a raison de 7 ml par tube de 14 x 180 mm. Aprés ensemencement, 
LAMPE U.V. 


GERMICIDE EN 
FORME D‘ANNEAU 


._— MILIEU 
STERILE 


PRELEVEMENT 
MOTEUR Fig.1 


Nae co, . 


PRELEVEMENT 


—> 
ASPIRATION 


CULTURE 
MILIEU CONTINUE 


STERILE 


Bigaz 


les tubes sont étirés, évacués et scellés selon la technique habi- 
tuelle des anaérobies {54}. 

Les tubes sont ensuite placés dans la machine a agiter. 

2° Culture agitée par insufflation d’azote a 5 p. 100 de CO,. 
-—\La culture est effectuée en tube de 22 x 240 mm ou 40x 240 mm. 
On assure l’agilation par un vif courant d’azote &5 p. 100 de CO,. 
Cette technique donne de trés bons résultats avec W. perfringens. 
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3° Culture continue. — L’appareil utilisé est représenté sché- 
matiquement sur la figure 2. 


La vitesse d’alimentation est réglée grace a la pompe 4a trans- 
fusion de facon qu’un volume de milieu égal au volume du 
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Fig.3 


APPAREIL POUR LA CULTURE RAPIDE 
EN SAC DE CELLOPHANE. 


ballon (100 ml) soit remplacé dans un temps égal a un temps 
de génération. aa 

L’agitation est assurée, de facon trés efficace, par injection 
en méme temps que le milieu neuf, d’un mélange d’azote 
+ 5 p. 100 de CO,. On ajoute dans le ballon, avant stérilisation, 
une faible quantité d’anti-mousse (anti-mousse DC, a base de 
silicone, de la Dow Corning, marque Saint-Gobain). 

4° Culture rapide en sac de cellophane. — Les cultures en sac 
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de cellophane ont été utilisées pour la production des toxines 
anaérobies, par Sterne et all. (52, 53, 54, 55, 56], et par 
Gladstone [57], Rogers [58] et Harmsen [58 bis} pour d’autres buts. 

Dans les conditions précisées par Sterne, on obtient des taux 
tres élevés de toxines botuliniques (Sterne et coll., Boroff et 
coll. 59]) et tétanique (Fredette {60], Koch et Kaplan [64)). 


Mais il est difficile de suivre la croissance au cours des longues 


Fic. 4. 


périodes d’observation (huit & vingt et un jours) nécessaires 
i Vobtention des taux élevés de toxine. Nos essais personnels 
pour établir la courbe de croissance n’ont pas donné de résultats 
précis, la culture étant difficile 4 homogénéiser avec le dispositif 
du « sac invaginé » de Sterne. 

Nous avons alors imaginé un dispositif simple de culture en 
sacs de cellophane avec renouvellement du milieu nutritif a l’exté- 
rieur du sac. 


MATERIEL ET METHODES. 


Dispositif de culture. — Le dispositif que nous avons employé 
est représenté sur les figures 3 et 4. 
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Le milieu nutrilif stérile circule a l’extéricur du sac a une 
vitesse de ordre de 100 ml par heure. Le niveau est maintenu 
constant dans le récipient extérieur par aspiration. 

Lorsque le niveau du liquide baisse au-dessous du niveau de 
Ja tubulure de régulation (a), de l’air est aspiré par cette der- 
niére ; il en résulte une dépression Iégére dans le récipient qui 
provoque une expansion du sac de cellophane. Lorsque le niveau 
liquide affleure au-dessus du niveau de la tubulure de niveau a, 
le phénoméne inverse se produit, si bien que le sac contenant 
la suspension bactérienne subit des mouvements alternés d’expan- 
sion et de repli (un peu comme le ballonnet qui permet le contréle 
des mouvements respiratoires dans les appareils d’anesthésie), 
mouvements qui assurent un brassage permanent de la suspen- 
sion et la maintiennent en état homogéne. 

‘La semence est préparée de la facgon suivante : les germes sont 
cultivés en ballons Erlenmeyer de 1 1 a 37°, pendant dix-huit 
heures. La culture est centrifugée stérilement et les corps micro- 
biens sont remis en suspension dans de l’eau physiologique addi- 
tionnée d’une substance réductrice (acide ascorbique ou réduc- 
tose, 10 mg/ml). La semence est introduite dans le sac. L’alimen- 
tation en milieu stérile additionné de corps réducteurs (réductose, 
0,25 mg/ml) est alors mise en route. 

Les souillures accidentelles sont faciles A éviter et trés rares. 

Par contre, si la cellophane n’est pas de trés bonne qualité, 
il arrive que, probablement par de petites failles, le liquide 
circulant se trouble. Avec de bonnes cellophanes, cet accident est 
tout a fait exceptionnel. 


TOXINE DIPHTERIQUE. 


Techniques et méthodes. — La toxinogenése a été étudiée avec 
la souche Park-Williams n° 8, variété Toronto. Nous avons 
employé les trois milieux suivants : 

1° Milieu complexe Martin [62], Loiseau-Philippe [68]. 

2° Milieu hydrolysat de caséine-acide glutamique. 

Il s’agit d’un milieu dérivé du milieu Mueller et Miller [64, 65] 
et dont la préparation a été décrite ailleurs [414]. 

3° Milicu Drew et Mueller {66}. 

Les faux de fer résiduels dans ces milieux, aprés élimination 
par adsorption sur phosphate de calcium étaient les suivants : 


Milieu ct an ern tn ee O0nue Geqierpanalitre, 
Milo) ane Lene Len em Onporde ferpar lee: 
Miltcukcueen t= att) Hero CONUS de ferapar litre: 


Les expériences ont été effectuées sans addition supplémentaire 
de fer pour le milieu 1, aprés addition de 100 wg de fer par litre 
au milieu 2, et de 175 we de fer par litre au milieu 3, ces taux 


a 
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ayant été trouvés optima dans une série d’expériences prélimi- 
naires en cultures non agitées. 

La toxine diphtérique a été titrée par floculation suivant la 
méthode de Ramon [67] et par détermination de la Dose Minima 
Réactive suivant la technique de Jerne [68]. La D.M.R. est 
définie avec Jensen [69] comme la plus faible dilution de toxine 
qui, injectée par voie intradermique au lapin blanc sous le volume 
de 0,1 ml, provoque l’apparition d’une zone érythémateuse de 
8 mm de diamétre, la mesure étant effectuée au bout de quarante- 
quatre heures. Ces déterminations sont faites chaque fois sur 
deux lapins. Les dilutions sont effectuées 4 0° en employant le 
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mélange suivant: NaCl, 9 g; peptone, 10 g; H,O, 1000 ml. 
Rappelons la correspondance qui s’établit pour une toxine diph- 
térique apparemment dépourvue de toxoide spontané : une solu- 
tion qui contient 1 UF par millilitre contient 200000 D. M. R. 
par millilitre. 

La culture a été effectuée soit en tubes en T de Monod, soit en 
« ballon tournant », soit en bactogéne avec alimentation continue. 

Les résultats obtenus sur les divers milieux sont résumés dans 
les figures ci-jointes. La figure 5 montre l’évolution de la crois- 
sance et de la toxine en culture agitée en tubes en T, sur milieu 
Drew-Mueller. Le temps de génération varie suivant les expé- 
riences et reste compris entre sept et neuf heures. La formation 
de toxine s’arréte lorsque la croissance s’arréte. Le rapport entre 
augmentation du taux de toxine (exprimée en UF/ml) et celle 
de la masse microbienne exprimée en milligrammes d’azote bac- 
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térien (AT/AN) est sensiblement constant au cours d’une méme 
expérience. 


Sur milieu hydrolysat de caséine-acide glutamique, la culture 
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Fie. 6 et 7. — La culture a été effectuée en ballon tournant sur milieu hydro- 


lysat de caséine jusqu’a obtenir une densité égale 4 2 000. Au cours de cette 
période, divers prélévements ont été effectués. La culture a ensuite été stabilisée 
pendant une heure a 2 000. Divers couples‘de valeurs (densité microbienne 
en unités arbitraires), toxine (exprimée en UF/ml) ont été ainsi obtenus, dont 
la figure 6 représente la corrélation. 

Sur la figure 7, on a porté en fonction du temps, les valeurs (log..6 et taux 
de toxine) obtenues entre la quinziéme heure (t=O) et la vingt-et-unieme 
heure (= 6) de cette expérience. 


en ballon tournant donne des résultats analogues; le temps de 
génération est le méme, sept heures, qu’en milieu Drew-Mueller, 
le rapport AT/AN est constant, comme le montrent les figures 6 
“lag 
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En milieu Loiseau-Philippe (fig. 8), en tubes en T de 500 ml 
de capacité contenant 50 ml de milieu, le temps de génération est, 
pour la méme souche, beaucoup plus court : trois heures. Le rap- 
port AT/AN est constant et du méme ordre de grandeur que sur 
le milieu hydrolysat de caséine. Le taux final de toxine est plus 
clevé sur ces deux milieux que sur le milieu synthétique avee la 
souche que nous avons employée, mais le rendement réel exprime 
par le rapport AT/AN est du méme ordre de grandeur. 

Sur milieu Drew-Mueller, on note, suivant les expériences, des 
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variations dans la valeur de ce rapport. La valeur Ja plus ¢levée 
que nous avons trouvée sur ce milieu est de 200 UF/mg N bactlé- 
rien, les valeurs moyennes étant de 60. Ce fait semble indiquer 
que, pour la souche que nous employons, aucun des milieux 
utilisés n’est parfaitement adéquat car les temps de génération 
que nous avons trouvés sont sensiblement plus élevés que ceux 
pubhiés par d’autres auteurs pour C. diphtheriae. 

Les rapports observés entre la synthése de la toxine et la crois- 
sance sont analogues a ceux observés chez FE. coli pour la synthese 
de la f-galactosidase (Monod, Pappenheimer, Cohen-Bazire {70} ct 
chez St. aureus (Rogers |74]) pour Ja coagulase. Ils sont différents 
de ceux que nous avons trouvés dans le cas de Ja toxine staphylo- 
coccique « [82], de la toxine « de W. perfringens :38] et de la 
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relation observée par Rogers [74] dans le cas de la hyaluronidase 
de St. aureus. , 
Ces résultats expérimentaux appellent quelques commentaires : 
1° I] est possible d’obtenir des taux élevés de toxine (2008 


O 5 10 HEURES 


Fic. 9. — Laculture est effectuée sur milieu Loiseau-Philippe, en tubes en T de 
48 mm de diamétre contenant 5 ml de milieu. La semence, ajoutée au temps 
zéro, a 6té prélevée dans une culture en phase exponentielle sur le méme 
milieu (cullure de dix-huit heures agitée). Elle est ajoutée de facon a réaliser 
des densités initiales 6) de valeurs progressivement croissantes (6, = 25, 50, 
100, 200, 400). On suit la croissance dans chaque série de tubes. Les courbes 
montrent que la croissance débute sans latence et se fait dans tous ces tubes 
de facon exponentielle. Aprés un intervalle de temps de neuf heures, corres- 
pondant a& trois divisions, on préléve les cultures. La densité est devenue 
5 = 4. X 23 = 8 6. Les taux de toxines en UF/ml obtenus dans chaque tube 
sont indiqués par les chiffres inscrits a la fin de chaque courbe. On constate 
que le taux de toxine obtenu dans chaque cas est proportionnel a la croissance 
totale et donc, étant donné les conditions expérimentales particuliéres, a la 
densité initiale de la semence 6,. On voit que pour obtenir une production 
de toxine 4 taux élevé en neuf heures (39 UF/ml), il suffit d’utiliser une 
semence assez dense (6. = 400). 


40 UF/ml) aprés quelques heures de cullure. I] suffit d’utiliser une 
semence suffisamment dense (fig. 9). 

2° Le dispositif du ballon tournant permet d’étudier divers phé- 
nomeénes associés 4 la production de toxine. 
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TABLEAU |. 


TEMPS DE GENERATION AT/AN 
Sake (heures) UF/mg N bactérien 
Drew-Mucller ty 2. eene es eaten 71aQ9 200 a 60 
Hydrolysat de caséine-acide glu- 
UN aaUKO (UKE Geet lS loser sce. ean 9 53 
Boiseaucehilippems sane ce eam 3 66 


Te LOS ARI SSE ISIS SE TES SESS SE EL ITE SS ESE ISIE EE SEDI 


3° La toxine diphtérique peut étre préparée en culture continue, 
dans des appareils type bactogéne (Monod) ou _ chemostat 
(Novick [72]) 4 condition de stabiliser la culture a4 une densité 
microbienne suffisamment élevée. Nous y sommes parvenus dans 
le milieu hydrolysat de caséine avec un volume total de milieu 
de 850 ml dans un ballon de 51 et une vitesse de renouvellement 
du milieu de 0,75 ml/minute ; on obtient une production continue 
de toxine a la concentration de 20 UF/ml. 

L’emploi de la culture continue permet de résoudre divers pro- 
blémes posés par l’étude de la toxinogenése. Les résultats obtenus 
feront l’objet d’une publication séparée. 


DISCUSSION. 


Les résultats précédents montrent bien que la toxine diphtérique, 
quoique synthétisée trés vraisemblablement 4 Vintérieur des corps 
microbiens, diffuse trés facilement dans le milieu de culture. La 
concentration de la toxine dans ce milieu, nulle ou trés faible au 
début de la croissance, augmente de fagon sensiblement propor- 
tionnelle 4 la masse microbienne formée. 

Nous n’avons jamais réussi, au cours de divers essais par des 
moyens chimiques ou mécaniques, 4 extraire des quantités élevées 
de toxine a partir des corps microbiens lavés. ‘La présence de 
petites quantités de toxine dans ces derniers est par ailleurs bien 
établie, tant par les recherches anciennes de Prigge [46] que par 
celles plus récentes et plus exactes de Morton et Gonzalez [47]. 
Ces derniers ont montré que la teneur des corps microbiens en 
toxine est trés faible (0,05 p. 100 de la toxine totale), méme au 
cours de la phase active de croissance (expériences en cultures 
non agitées), La quasi totalité de la toxine synthétisée par la 
culture diphtérique est done excrétée dans le milieu « extérieur » 
au fur et & mesure de son élaboration. 

Le fait que la quantité de toxine présente dans le milieu 
maugmente pas apres la fin de la période exponentielle, comme 
Je montrent nos résultats, confirme indirectement ce fait. Ce qui 
distingue done le cas de la toxine diphtérique de celui des 
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toxines tétanique, botuliniques, etc., ce n’est pas une différence 
fondamen‘ale de nature (exo- ou endocellulaire), mais une diffé- 
rence quantitative dans les rapports entre la concentration endo- 
cellulaire et exocellulaire de la toxine au cours de la phase expo- 
nentielle de croissance. 

La toxine diphtérique est sécrétée dans le milieu dés sa forma- 
tion. La concentration endocellulaire, quoique non nulle, est tou- 
jours faible. I] en résulte qu’une fois la croissance « active » ter- 
minée, la totalité de la toxine encore contenue dans les corps 
microbiens est faible, si bien que l’autolyse des germes ne peut 
libérer, malgré leur masse élevée qu’une petite quantité de toxine 
qui n’est pratiquement pas décelable. L’autolyse microbienne ne 
joue done qu’un réle négligeable dans la toxinogenése. 

D’autres auteurs ont étudié les rapports entre croissance «t 
toxinogenése. Urushibara [73] a étudié le phénoméne en culture 
non agitée, si bien qu’il n’a pu mettre en évidence de rapport 
simple entre le taux de toxine et la croissance. 

Watanabe [74] étudie en culture non agitée l’influence du NaCl 
et du fer. En présence de l’optimum de fer (100 pg de SO,Fe, 
7 H,O par litre pour 5 g de NaCl par litre), la croissance est 
réguliére. Nous avons établi avec les chiffres de Watanabe ta 
courbe de croissance. La phase exponenticlle dure trois jours 
environ. Le temps de génération est trés long, de l’ordre de 
vingt-huit heures. La croissance continue 4 vitesse trés ralentie 
entre le troisiéme et le septiéme jour. La toxine augmente pen- 
dant toule la période de croissance. Les valeurs de la toxino- 
genése pendant les deux premiers jours ne sont pas fournies, car 
le taux de toxine était vraisemblablement inférieur au seuil déce- 
lable par floculation. 

Dans toutes ces expériences en culture non agitée, la longueur 
de la phase de croissance ralentie rend difficile l’interprétation 
des rapports entre la croissance et la toxinogenése. 

Mitsuashi et all. [75, 76] ont obtenu en culture agitée des 
résulta's qui concordent avec les ndtres 4 condition de reconsi- 
dérer leurs courbes de croissance. Ils ont en effet décrit une 
croissance linéaire pour le bacille diphtérique, alors que leurs 
résultats recalculés montrent au contraire une phase exponen- 
tielle classique suivie d’une phase de baisse du taux de crois- 
sance. 

En conclusion, si la toxine diphtérique parait bien synthétisée 
a l’intérieur des corps microbiens, elle est sécrétée aussitét dans 
le milieu extérieur (milieu de culture). La concentration endo- 
cellulaire est toujours faible, correspondant 4 une quantité de 
toxine de l’ordre de 0,05 p. 100 de la toxine totale. Les processus 
d’autolyse aprés la fin de la croissance active ne jouent qu'un 
role négligeable dans la toxinogenése. On peut obtenir des taux 
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élevés de toxine en culture continue ou en culture agitée de durée 
trés bréve (neuf ou quatorze heures), & condition d’employer des 
semences trés denses. 
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STREPTOCOQUES D'ORIGINE HUMAINE 
ETUDE BACTERIOLOGIQUE DE 217 SOUCHES 
il. — PROPRIETES SEROLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES 


par G. ANDRIEU, L. ENJALBERT et L. LAPCHINE (°). 


(Chaire de Bactériologie et Hygiéne. 
Faculté de Médecine, Toulouse.) 


Dans un premier mémoire nous avons étudié 217 souches de 
streptocoques d’origine humaine d’aprés leurs caractéres mor- 
phologiques et l’action sur eux des antibiotiques courants [4]. 

Dans la deuxiéme partie de ce travail les mémes souches de 
streptocoques sont étudiées d’aprés leurs caractéres sérologiques 
et biochimiques. 


Nous ne dirons que peu de mots de nos tentatives d’inoculation 
a lanimal. Elles furent infructueuses et seul leur petit nombre nous 
empéchera de leur accorder plus d’attention. 

Des rats adultes ont été inoculés avec de fortes doses de strepto- 
coques 6 hémolytiques, récemment isolés de lorganisme au cours 
d’infections monomicrobiennes : 

Deux souches étaient du groupe A ; 

Deux souches étaient du groupe D ; 

Une souche du groupe B ; 

Trois souches n’étaient pas groupables. 

Aucun trouble n’a été constaté, bien que chaque rat ait regu le 
culot d’une culture abondante du germe (culture en 20 cm?® de 
bouillon glucosé) 4 la fois par voie sous-cutanée et intrapéritonéale. 


I. — ErupbE sSEROLOGIQUE. 


La classification de R. Lancefield est la base de toute étude 
sérologique des streptocoques. Nous nous sommes limités a ce 
groupage et n’avons pas recherché dans chaque groupe le type 
de chaque germe. 

Au début de notre expérimentation nos extraits pour groupage 
étaient préparés par la technique de Lancefield A l’acide chlor- 
hydrique N/20 et, parallélement, par la technique de Fuller. 


(*) Manuscrit recu le 24 aot 1954. 
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Toutes deux nous ont donné les mémes résultats. Par la suite, tous 
les extraits ont été préparés par la méthode de Fuller a la formamide, 
plus rapide, nécessitant une quantité de culture moindre et un temps 
d’incubation plus court. 

Nous avons utilisé pour nos groupages les sérums anti-streptococ- 
ciques anglais de la marque « Burroughs Wellcome and C® » et des 
sérums de ]’Institut Pasteur de Paris. Tous deux nous ont donné des 
résultats identiques. : 

La plupart des groupages ont été faits au lendemain de l]’isolement 
du germe, puis refaits sur les souches conservées par repiquage et 
celles conservées lyophilisées. Nous n’avons jamais noté la moindre 
modification dans les résultats du « grouping » de Lancefield. 

Nous avons aussi testé toutes nos souches non groupables, isolées 
d’hémocultures, en face des sérums I et II de Selbie [2]. Nous n’avons 
pu enregistrer que trois résultats positifs en face du sérum I. Notre 
travail ne traitant pas particuliérement des endocardites, nous n’aurons 
plus a revenir sur ce point dans la suite de notre exposé. 


Nous donnons, dans le tableau I le détail des résultats de ce 
travail de groupage en fonction de l’origine de nos souches : 


Tasixau 1, — Origine de 217 souches de streptocoques humains. 


NON 


GROUPESHBe ou oe 


ORIGINE 


Sang. . 
Gorge . 
Bronche. 
CARE 
Pus. 
Urines. 
Selles . 
Crachats. . 


Total os. 6. 128 18 3 [3s 4 | 13 


Seuls sont porlés dans les colonnes les groupes de Lancefield pour lesquels nous 
avons eu des réactions positives. Les recherches de groupage ont été faites avec les 
A \ No , = bs S s 
sérums A, B.C; D; 8, BH, G, Hy Kook, My et N: 


Les mimocutrures. — L’apparente dominance des groupes D 
et K est fausse, car il s’agit de prélévements en série (les 
9 souches K ont été données par deux malades et 10 souches D 
proviennent aussi de deux malades seulement). 

Ce facteur n’a pas joué pour les souches des groupes E et F, 
G, HI. Nous n’avons jamais eu d’hémocultures a streptocoques 
hémolytiques (6); ces germes semblent avoir disparu de 1’étio- 
logic des endocardites, septicémies aigués, Peut-étre n’y a-til JA 
qu'une apparence due a la précocité des traitements antibiotiques. 

Les prélévements de gorge sont nombreux. Nous ne recevons 
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pratiquement que des prélévements faits sur des gorges patho- 
Jogiques (angines, scarlatines), ou des recherches de portage 
microbien au cours de néphrites, septicémies, méningites, etc. 

Nos souches n’ont été retenues pour I’étude des streptocoques 
que lorsque la culture du prélévement nous donnait une grande 
abondance ou une culture pure de streptocoques. 


Lorsque le diagnostic de scarlatine a été porté nous avons trouvé : 
Deux fois sur 3 des streptocoques du groupe A ; 
Une fois sur 3 des streptocoques non groupables. 


Nous pouvons séparer divers aspects des streptocoques trouvés 
dans les prélévements pharyngés : 

Tous les streptocoques 6 proviennent d’angines parmi les- 
quelles 6 scarlatines (groupe A) et 16 angines simples (5 groupes A, 
1 groupe D et 10 non groupables) ; 

Les streptocoques « sont rarement en culture pure et nous 
rencontrons souvent diverses variétés de streptocoques « pour un 
seul malade au cours d’une angine ; 

Les streptocoques y en culture pure dans un prélévement de 
gorge sont beaucoup plus rares, mais coincident souvent avec 
une angine clinique. 


Deux exemples suffisent 4 montrer que toute conclusion a priori est 
difficile : 

Obs. 31583 : angine aigué, donne un streptocoque o, du groupe G 
et un streptocoque B du groupe A. 

Obs. 899: angine aigué, donne un streptocoque o du groupe H et 
un streptocoque ~ du groupe H. 


Les PRELEVEMENTS ENDOBRONCHIQUES. — ‘Les sécrétions A ense- 
mencer sont abondantes, obtenues par aspiration dans la sonde 
endobronchique. Nos cultures restent souvent stériles. 

Lorsque les streptocoques sont abondants il s’agit toujours de 
germes « ou y. Trés peu sont groupables et la notion de groupe 
n’apporte pas grand’chose a l’interprétation du rdle élologique 
de ces streptocoques. 

Sur 25 prélévements ayant donné des cultures abondantes, 
parfois pures, de streptocoques, nous trouvons seulement 
5 groupes D et 2 groupes K. 

‘Le seul liquide céphalo-rachidien groupé (groupe D) provient 
d’un malade atteint de septicémie a streptocoque du groupe D. 

Les prélévements de pus sont d’origines variées ; les 7 souches 
du groupe A, sur 10 strep'ocoques groupables, viennent d’infec- 
tions algués. 

La majorité des streplocoques venant des urines sont grou- 
pables et du groupe D. L’unique prélévement de selles retenu 
pour cette étude vient d’un nourrisson, le strep‘ocoque du 
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groupe D y était a l'état pur [8]. Par contre, aucun des germes 
provenant de crachals n’a pu étre groupé. 

Nous voyons donc, parmi ces 89 souches groupées sur 217, 
que la notion de groupe est particuliérement importante pour les 
groupes A et D. Pour les streplocoques du groupe A il s’agit 
toujours d’une infection aigué (scarlatine, angine, abcés divers...). 
Le groupe D semble réparti dans tous les prélévements quelle 
que soit leur origine et l’allure de l’infection est variable. 

La notion de groupe nous a souvent apporté le caractére de 
précision nécessaire A Videntification de streptocoques dans des 
prélévements en série chez le méme malade. Nous citerons a ce 
propos une observation particulérement intéressante. 


Mle Odette B..., 26 ans, hospitalisée dans le Service de Clinique 
Médicale de M. le professeur Mériel pour cardiopathie fébrile. 

Six hémocultures pratiquées en série donnent des streptocoques. La 
morphologie des germes, la forme des colonies, les caractéres )io- 
chimiques concordent. Le groupage nous montre que 5 souches sur 6 
sont du groupe K, bien que la souche non groupable ne différe pas, 
en apparence, des autres. 

L’ablation des amygdales est pratiquée chez cette malade. Dans la 
profondeur des cryptes de la piéce opératoire nous trouvons une 
culture pure de streptocoque comparable aux germes du sang: il est 
du groupe K. 


II. -- ETupDE BIOCHIMIQUE. 


Malgré le trés grand intérét de la méthode de Lancefield, et 
en raison du trés grand nombre de souches non groupables, nous 
avons cherché a pousser l|’étude biochimique de chacune de nos 
souches. Notre but est donc multiple puisque nous chercherons 
a « identifier » les streptocoques non groupables et comparerons 
pour les mémes réactions biochimiques les germes groupés et 
non groupés. 


Les techniques utilisées. — Toutes les réactions indiquées dans nos 
tableaux sont évidemment faites sur des germes en culture pure, sur- 
veillées pendant quarante-huit heures d’étuve. 

Chaque réaction, refaite 4 plusieurs reprises sur un méme germe, 
a toujours donné le méme résultat aprés plusieurs repiquages ou apres 
lyophilisation de la souche. 

Les caractéres indiqués pour les colonies (fB, a, a + h ou y) sont 
étudiés sur gélose au sang de lapin, en surface et en profondeur, avec 
lecture au faible grossissement du microscope [4]. 

Nos milieux sont A base de bouillon au cceur de boeuf digéré par la 
trypsine et enrichi d’extraits de levures. 

Pour |’étude de la résistance 4 la chaleur nous procédons de la fagon 
svivante : en une ou deux ampoules contenant environ 2 cm? de 
bouillon sont ensemencées de II 4 III gouttes de la culture de vingt- 
quatre heures du streptocoque 4 étudier. Les ampoules sont scellées, 
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puis immergées complétement, dans un bain-marie 4 61-62° pendant 
trente minutes. On met ensuite les ampoules A l’étuve 4 37° sans les 
ouvrir. La lecture se fait aprés vingt-quatre et quarante-huit heures. 
Si le germe résiste 4 la chaleur, la pousse est évidente et indiscutable. 

Le bouillon hypersalé (6,5 p. 100) est conservé en petits flacons 
bouchés d’une capsule, et non en tube, pour éviter lVévaporation qui 
perturbe trés vite la valeur de 1’épreuve. 

Le milieu bilié est préparé avec de la bile desséchée (bile extract 
Difco), réhydratée et ajoutée & la gélose fondue pour atteindre une 
concentration de 40 p. 100 de bile. 

Le milieu @ l’éthyl-hydrocuprine (E. H.C.) est préparé au moment 
de l’emploi. La solution mére, en eau distillée stérile 4 1/5000, se 
garde bien en glaciére. A partir de cette dilution on prépare une 
gélose-sérum contenant 1/50000 de H.E.C. et l’on coule en boites 
de Petri. 

Pour ces trois derniers milieux la pousse est évidente ou nulle. 

Pour le lait tournesolé nous ajoutons, & 6 & 7 cm? de lait écrémé 
stérile, If gouttes de teinture de tournesol R. A. L. Les cultures sont 
étudiées aprés quarante-huit heures et trois jours d’étuve. Les varia- 
tions ne se produisent plus aprés trois jours d’étuve. 

Le milieu & l’esculine est la classique gélose A l’esculine des hacté- 
riologistes, fraichement préparée. 

Les milieux sucrés ; dans 5 cm* de bouillon ordinaire nous ajoutons 
une quantité suffisante de lactose, mannitol, raffinose, ou sorbitol pour 
avoir une concentration finale de 1 p. 100. Nous ajoutons ensuite II 
a IIl gouttes de rouge de phénol choisi comme indicateur coloré. Une 
réaction positive correspond 4a un virage du colorant au jaune citron. 
Une réaction négative laisse le colorant rouge orangé. 


A. Les srreprocoQguEs GRoUPABLES. — Le tableau II résume 
toutes les réactions biochimiques failes sur les streptocoques 
sroupables et nous avons cru bon de montrer dans ce méme 
tableau quel était aspect des colonies en surface et en profon- 
deur sur la gélose au sang de lapin. Toutes les réactions bio- 
chimiques sont classées d’aprés l’aspect des colonies en pro- 
fondeur. 

Nous voyons que pour les groupes A, B et C toutes les souches 
sont 6, donc hémolytiques. Le groupe D est trés hétérogéne, 
mais fournit la plus grande partie des souches y. 

Pour les autres groupes nous ne pouvons que remarquer la 
trés faible proportion de streptocoques B parmi nos souches, ce 
qui n’est pas classique [4]. Swift, dans le traité de Dubos, donne 
tous les streptocoques groupables (sauf D et N) comme des hémo- 
lytiques 6 [5]. 

Dans la deuxiéme partie de ce tableau II, nous donnons les 
résultats des épreuves et réactions biochimiques. Chaque fraction 
indique, par son numérateur, le nombre de réactions positives 
et, par son dénominateur, le nombre de réactions négatives pour 
l’ensemble des souches du méme groupe sérologique. 
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TasLeau Il. — Etude de 89 souches de streptocoques d'origine 
humaine groupés par la méthode de Lancefield. 


(Caractéres des colonies sur gélose au sang et réactions biochimiques). 


Nombre 


de 
colonies 
de 


surface 


Résistance chaleur. . +/- 
Bouillon ClNa 6,5 %. +/- 


Milieu bili 40%. . +/- 


Milieu E,H.2. I/50.000(I) 


Lait tournesolé. .+/-.(2)] 


Note: pour chaque épreuve biochimique, les fractions +/— expriment: en 
numérateur le nombre d’épreuves ou réactions positives ; en dénominateur le 
nombre d’épreuves ou réactions négatives. 


(1) E.H C. = éthylhydrocuprine. 
(2) Réaction positive signifie acidification, ou réduction du tournesol, ou coagu- 
lation du lait, ou Vensemble de ces réactions. 


C’est ainsi que pour l’ensemble de réactions : 
résistance 4 la chaleur (62° pendant trente minutes) ; 
pousse en milieu au ClNa a 6,5 p. 100; 

pousse en milieu bilié & 40 p. 100; 

fermentation l’esculine ; 

fermentation du mannitol, 
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les streptocoques du groupe D se conduisent avec une grande 
régularité, donnant des épreuves positives pour toutes les réac- 
tions (a lexception de 3 souches sur 88). 

Pour les mémes réactions, les streptocoques des autres groupes 
se conduisent de facon réguliere mais contraire aux souches D, 
donnant des résultats négatifs (4 11 exceptions pres sur 
51 souches). Parmi ces 11 exceptions, le plus grand nombre est 
fourni par le groupe G. 

Par son action sur le lait tournesolé le groupe K parait se 
rapprocher du groupe D, mais nous devons préciser que nos 
souches K proviennent de 3 malades seulement, ce qui explique 
leur comportement identique. 

Sur 89 souches groupées, 10 souches seulement ne fermentent 
pas le lactose et ces exceptions font partie de tous les groupes. 

Les caractéres du groupe D sur raffinose et sorbitol pourraient 
paraitre intéressants en raison de leur régularité relative ; mais 
tous les autres groupes sont hélérogénes, ce qui enléve leur valeur 
de classification & ces réactions. 


PROBLEMES D' IDENTIFICATION PARTICULIERS AU GROUPE D. — [Les 
streptocoques du groupe D se singularisent par leur comportement 
spécial parmi les autres streptocoques groupables, ce sont les 
enlérocoques. Cetle identité est apparue a R. Lancefield dés ses 
premiers travaux sur le groupage des streplocoques. Avant les 
travaux de Lancefield, les entérocoques constituaient un groupe 
de germes vu de facon différente par les bactériologistes, mais 
Videntité du germe, considéré ou non comme un streptocoque, 
a reposé trés tot sur un ensemble de réactions qui gardent toute 
leur valeur. Les entérocoques sont des streplocoques, a colonic 
spéciale mais toujours « catalase négative » qui : 

font fermenter l’esculine, 

résistent trente minutes a 61-62° C, 

poussent en milieu bilié & 40 p. 100, 

poussent en bouillon au ClNa a 6,5 p. 100, 

font fermenter le mannitol. 

Ces 5 réactions ne constituent qu'une partie des conditions 
et milicux hostiles qui identifient les entérocoques. Ce sont les 
seules étudiées pour nos germes en raison des difficultés maté- 
riclles entrainées par d’autres épreuves (pousse a 45°, a 10° par 
exemple). 

Nous y avons ajouté l’aspect en surface et en profondeur, sur 
eélose au sang de lapin, de la colonie étudiée au faible grossis- 
sement du microscope. 

Lancefield a montré que les entérocoques se classaient dans fe 
groupe D, cette opinion a été confirmée par de nombreux travaux 
ultérieurs [6, 7, 8, 9, 10] et l’étude de nos 88 souches confirme 
nettement cette opinion devenue classique. 
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Dans le tableau III nous donnons les résultats de l’identifica- 
tion biochimique de 38 souches du groupe D. Trenle et une 
souches répondent parfaitement a la définition de l’entérocoque 
et 7 souches ont des caractéres atypiques sans régularité. Nous 
avons indiqué les antibiotiques utilisés chez le malade au moment 
de V’isolement du germe, car i] semble bien n’y avoir aucune 
relation entre les caractéres atypiques de certaines souches et 
Yaction des antibiotiques. 


TasLeau Il, — Identification de 38 souches de streptocoques 
du groupe D (origine humaine) 


Caractéres des colonies sur gélose au sang a l'iso!ement. épreuves biochimiques. 
T) milieu = traitement 


pouches origine colonies au “onent de 
l'icolement f 


sa] 


QQ uD Q 


I }|sang, endocardite 
a6 gorge conv. scarlatine 
Piaeyy pus d'abces 
oo sang, endocardite 
3.492 
52953 u 
5.554 . 
3.557 : 
3.515 S 
3.787 
3.872 ML 
30.022 y 
30.055 Ij/dilatation bronchique 
30.045 ¥ 
30.052 | endocervix 
30.096 |abcés du poumon 
30.109 sang 
30.128 |urines 
30.131 | gorge eee 
30.134 |pus pleural) 
30.445 | gorge 
30.855 |bronche,abcés poumon 
41.126 | gorge,méningite 
31.835 |urines, endocardite 
32.009 | gorge, septicémie 
32.976 I|urines 
32.976 2] urines 
32,298 furines,oedémes 
40,198 |L.C.R. 
40.204 |urines 
40.215 | gorge 
40,239 | urines,néphrite 
40.247 | corce ,rhumatisme 
nuded dilatation bronchique 
2330 =| urines 
40.785 Jurines 
40,790 |gorge, angine 
47.259 Jurines 
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(1) S=colonie de surface ; P = colonie en profondeur. 
(2) [+] = pousse du germe 
[—] = absence de pousse 
(3) P = Pénieilline ; A= Auréomycine ; C= Chloramphénicol ; S = Strepto- 
mycine ; T= Terramycine. 


aprés quarante-huit heures d’étuve & 37° C. 
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Le tableau III montre que le caractére des colonies sur gélose 
au sang se répartit pour 88 souches D (colonies profondes), en: 

Colonies £ : 2. 

Colonies a +h: 8. 

Colonies a: 10. 

Colonies y: 18. 

Plus que la transformation irréguliégre du milieu au sang 


x 


importe, 4 notre avis, l’aspect de la colonie d’entérocoque sur 
laquelle nous avons longuement insisté (3 exceptions a l’aspect . 
typique sur 38 souches). 


TasLeau LV. — Classification hiochimique de 36 souches 
de streptocoques du groupe D (origine humaine). 


8t. faecium 
St. faecium 
liquefaciens 
liquefaciens 
liquefaciens 

- fecalis 
St. faecium 
St.faeciun 
St.faeciun 
St.faeciun 
liquefaciens 
St. faecium 
faecium 
St.faeciun 

. Durans 
fecalis 

- fecalis 

- fecalis 

? 
- raecium 


- feeciun 
. faecium 
2 


St.faeciun 
faecium 
faecium 
fecalis 
St.faecium 
bovis 
liquefaciens 
St. faecium 
St. faeciun 
faecium 


+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
of 
+ 
+ 
+ 


FHP tED REE HEE HEE EEE HEE EEE HEE HEHEHE HEE HEE 
VS OS es TE I ATS Caer half de Se Se re ity Se ielhort gs eae 8 Fp] 


Ce ek Ue Oe eat Ce eete cteol) Sagat Me Cee Serene ness 1 attrelt 


St.faecium 
zymosenes 


+ + 
1 
+ + 


(1) Pour le lait tournesolé R = Réduction ( 4, pindicateur coloré. 
A = Acidité 
C = Coagulation du lait. 

(2) Le signe ## est mis pour « trés voisin de». 
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Dans la deuxiéme colonne du tableau III nous retrouvons fa 
notion de l’étendue des infections a streptocoques du groupe D 
chez homme, puisque tous nos prélévements proviennent de cas 
pathologiques. Devant le grand nombre d’infections 4 entéro- 
coques nous nous sommes efforcés de distinguer entre eux les 
germes de ce groupe, en essayant de les classer en variétés 
d’ aprés une succession de réactions ou épreuves biochimiques 
simples. 

Dans le tableau IV nous donnons les résultats de cet'e tenta- 
tive de classification pour 86 souches de streptocoques du 
groupe D. 

Les diverses réactions utilisées sont connues en hbactériologie 
courante et nous avons suivi pour les détails techniques le pro- 
tocole d’identification du « Streptococcal Reference Laboratory » 
de Londres [D" R. E. O. Williams} (tableau V). 


TABLEAU V. 


NOMS 


MANNITE 
RAE FINOSE 
ARGININE 
GELATINE 


TOURNESOLE 


SC GQLISMEEN joo ER 2 he CAC OUNIVA Cia yon 
. fecalis liquefaciens Se io ol eres seb fe) MAP OME RAG es tee 
St. fecalis ZY NVOGCENES has. i) ee Semblable au SJ. 
mais hémolytiq 


SW TOOL: ce col oe oeeaos Maetete SOtag o Bhac RAC — 
LAUMAUSG ene he Gy as ihe Ve, ot See A 


CALI OME eet GR, ted oc REPENS | oy) Urea eres, eerie A Be 


4 


Techniques. — Chaque souche a été étudiée sur différents milieux : 

Le lait tournesolé, apres quarante-huit heures d’étuve & 37°, donne 
quatre sortes de réactions isolées ou combinées : 

Acidification (A) ; 

Acidification + coagulation (AC) ; 

Réduction + acidification (RA) ; 

Réduction + acidification + coagulation (RAC). 

La lecture est facile et ne laisse pas place & discussion. Nous avons 
employé la teinture de tournesol R. A. L. 

Les milieux sucrés (mannitol et raffinose) aident & la différenciation 
de St. durans et St. bovis parmi les autres entérocoques. 

Le milieu @ Varginine permet d’étudier par le réactif de Nessler Ja 
production de NH, aprés huit jours d’étuve 4 37° 

Composition du milieu : 


Peptone 


Extrait de levure . 0’ % 100 
KHPO,. 0,2 p. 100 
Glucose oe. 0.05 p. 100 
Monohydrochlorure. a arginine ae 0,3 p. 100 


STREPTOCOQUES D’ORIGINE IHUMAINE 627 


La lecture de la réaction est facile : dés que l’on ajoute II gouttes de 
réactif de Nessler le milieu vire au jaune orangé s’il y a production 
de NH,. Le bouillon garde sa teinte normale pour les streptocoques 
bovis qui ne produisent pas d’ammoniaque. 

Le lendemain, si les tubes ne sont pas agités, le précipité est rouge 
brique pour les réactions positives et vert olive pour les réactions 
négatives. 

Le milieu au tellurite de K est le classique milieu de Mac Leod, sur 
lequel poussent seuls les streptocoques fecalis. 

L’étude sur gélatine a été faite en placgant nos tubes 4 37° pendant 
quarante-huit heures. Un refroidissement ultérieur de quelques heures 
en glaciére rend trés facile la lecture de la présence ou absence de 
liquéfaction. Celle-ci ne s’observe que pour une partie des souches 
ayant poussé sur tellurite, ce qui permet de ne pas la rechercher sur 
les souches tellurite (—). 


Cet essai de classification dans le groupe des entérocoques 
nous donne, pour les 36 souches étudiées, 18 souches classables : 


Slreptoccecus fecalis . 
S/reploccecus lique/aciens 
Slreplococcus zymogenes . 
Streplococcus fxcium. . 
Streptococcus durans . 
Streplococcus bovis. . 


ee ee or Ot Ot 


et 18 souches non classées qui, pour la plupart, se rapprochent 
beaucoup de Sireplococcus faecium. 

Cette classification a d’abord un intérét purement bactériolo- 
gique, puisqu’avec un ensemble trés limité de réactions nous 
avons pu fixer la variété de la moitié de nos souches de groupe D. 
Ces résultats sont trés comparables 4 ceux des auteurs ayant 
utilisé d’autres classifications parfois plus complexes [9, 44]. 

Toutes les souches dont la variété a pu étre définie donnent 
les réactions biochimiques typiques des entérocoques (sauf un 
Streptococcus bovis). Mais bien des entérocoques typiques aussi 
restent inclassés pour la variété. 

IL’intérét en clinique humaine, de ces classifications, est peut- 
étre plus discutable. Trés souvent la notion de streptocoque du 
groupe D suffit en raison de ses conséquences thérapeutiques. 
Mais l’une de nos observations montre que la recherche de la 
variété dans le groupe peut aussi avoir un intérét clinique : 
4 hémocultures a Streptococcus liquefaciens en l’espace de plu- 
sieurs mois chez le méme malade ont été le témoin de la perma- 
nence d’une seule infection. 


B. Les srTREPTOCOQUES NON GROUPABLES. — Nous avons ¢tudié, 
pour les streptocoques non groupables, exactement les mémes 
réactions que celles dont les résultats sont donnés dans le 
tableau II pour les streptocoques groupables. 
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Nos techniques sont identiques et le tableau VI disposé, pour 
la commodité de la comparaison, de la méme facon que le 
tableau II. 


TasLteau VI. — Etude de 128 souches de streptocoques 


d’origine humaine non groupables par la méthoie de Lancefield 
(Caractéres des colonies sur géluse au sang et réaclions biochimiques). 


| bron- 
sang {gorges} ches |L.C.R.} pus 
fe) I3 


) I 
8 o4 fe) 2 


Nombre total 


de 


colonies 


de 


surface 


colonies 


en 


i Résistance chaleur. .. 
I Bouillon ClNa 6,5 3 


Milieu bilié 40 % 


aCe ok) Oo. 


Deval eats, ey Tan 6 ate. 


OOo) PO. Vid) ial OL) el a 


CEeye: L6r ae) ee) e 


Note: pour chaque épreuve biochimique, les fractions +/— expriment: en 
numérateur le nombre d‘épreuves ou réactions positives; en dénominateur le 
nombre d’épreuves ou réactions négatives. z 


(1) BE. H. G. = éthyl-hydrocuprine. 
(2) Réaction positive signifie acidification, ou réduction du tournesol, ou coagu- 
lation du lait, ou l'ensemble de ces réactions. 


Nous avons da faire une seule différence : les souches non 


groupables sont réparties d’aprés l’origine des prélévements dont 
elles proviennent. 
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Une premiére remarque s’impose : la presque totalité de ces 
souches se comporte comme les streptocoques groupables ne 
faisant pas partie du groupe D: 

Elles ne résistent pas a la chaleur ; 

Elles ne poussent pas en bouillon hypersalé a 6,5 p. 100; 

Elles ne poussent pas sur milieu bilié 4 40 p. 100; 

Klles ne font pas fermenter l’esculine. 

Les exceptions sont un peu plus nombreuses pour les strepto- 
coques non groupables que pour les groupables, en particulier 
pour la fermentation du mannitol (80 souches sur 128 attaquent 
le mannitol). 

Tous les autres caractéres étudiés dans le tableau VI, y 
compris l’aspect sur gélose au sang, ne permettent aucune 
conclusion relative a la classification des streptocoques non 
groupables. 


TENTATIVE DE CLASSIFICATION DES STREPTOCOQUES NON GROUPABLES. 
— Nous avons appliqué a ces 128 souches, non groupables par 
la méthode de Lancefield, le proiocole d’identification du « Strep- 
tococcal Reference Laboratory » de Londres que nous a commu- 
niqué le D™ R. E. O. Williams (1953). Chaque souche a identifier 
est soumise 4 une suite de réactions dépendant les unes des autres. 


Culture sur milieu bilié a 40 p. 100: 


Culture +... St agalactive. : 
Culture—.. . rechercher les caractéres de Ja colonie sur gélose au sang. 


1° La colonie est « (ou a + h): 
Ne pousse pas sur E.H.C.: St. pneumoniae ; 
Pousse sur —. H. C.: dextran +, St. sanguinis ; 
dextran —, pas de nomenclature possible. 


2° La colonie est y : 
levan + : St. hominis (ou salivarius) ; 
levan — : tous les streptocoques non hémolytiques non 


encore identifiés ; 
3° La colonie est B : tous les streptocoques § non groupables. 


Nos résultats sont les suivants, pour 128 souches de streptocoques non 


groupables. 
Culture sur milieu bilié 4 40 p. 100: 
anon ree Te ‘petite (rita Satin aa barra 7 souches 
cane RMR ee Sieeitey oh. fk, ehol a. 421 souches 


Colonies sur gélose au sang (lues en surface) : 
1° Colonies go (ou a + h) : 81 souches. 


Ne poussent.pas sur EH. C..........5...-: 78 souches 
Poussenlssur edie Cee isis ome sys a> ; so ie 

DEXtlLan peer teey en eta alee Panett eects) ate souche 
ae 2 souches 


Dextran. een. Fonsi cake oes sans 
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2° Colonies y : 24 souches. 


Levan+..... Sahel ae, Se. eee eo couches 
LeWan sho bon Gb ek he RO ee ee a LORS OUICIUCS 


3° Colonies p : 16 souches. 


La culture sur milieu bilié est semblable 4 celle pratiquée pour 
les entérocoques, et lorsqu’un germe non groupable pousse sur 
bile il faut toujours vérifier qu’il ne s’agit pas vraiment d’un 
entéroque du groupe D ou d’un Streptococcus agalactiae du 
groupe B. 

Nous avons rencontré 7 souches de Streptococcus agalactiae 
non groupables poussant sur bile. Aucun de ces germes n’a une 
colonie typique d’entérocoque et les épreuves des milieux hostiles 
sont négatives. 

Pour les 121 souches notées bile (—), absence de culture est 
totale sur le milieu pendant plusieurs jours. 


La culture sur milieu a l’éthyl-hydrocuprine pour les souches «a 
est facile a lire. La pousse, quand elle exis‘e, est indiscutable. 
Nous sommes étonnés par le grand nombre de souches ne pous- 
sant pas sur milieu E. H. C., sans pouvoir dire la valeur de cette 
constatation. Mais nous constatons que les 78 souches qui, par 
Pabsence de pousse sur E. H.C. se placeraient dans la variété 
St. pneumoniae, ont des origines trés variées (tableau VII). La 
réaction recherchée plusieurs fois pour chaque souche est tou- 
jours restée négative. 


Sur les trois souches poussant sur E. H. C. nous avons étudié 
la production de dextran. Celle-ci se recherche sur le milieu 
suivant, a pH 7,4: 


Peptone . Ce ED COs Stas PAN NO See een a DS SHO 
Extiaitede le vittel meena ake Ake sols ops 100 
LOAD pee omicta Gp hk Aa oe eg ee ce, NES TDS, WOO 
SACCHalOS Core aan ee ren ls een ats cme mn cre nett eee ET OO 


La culture est laissée cing jours a l’étuve. Certains strepto- 
coques syn'hétisent dans ce milieu des polysaccharides de consis- 
lance gommeuse (dexrlran +). Des sérums spécifiques, préparés 
sur lapin, sont capables de mettre en évidence la production de 
ces polysaccharides par une réaction comparable au « grouping » 
de Lancefield. 

En utilisant la méme propriété de certains sérums antipneumo- 
cocciques (type 2 ou type 20), on parvient a identifier quelques- 
uns de ces productcurs de dextran, ce sont les St. sanguinis 
parmi lesquels se placeraient les Streptococcus S.B.E. des 
auteurs américains. 

Une seule souche nous a donné une production de dextran, ce 
germe provient d’un prélévement de crachats chez un sujet atteint 
de glomérulo-néphrite. 
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Pour les souches dont la colonie est y sur gélose au sang nous 
avons recherché la production d’un autre polysaccharide : 
levan +. 

‘Les germes sont cultivés sur gélose enrichie de sérum de 
cheval stérile (5 p. 100) et de saccharose stérile (5 p. 100). Sur 
ce milieu, les colonies de St. salivarius synthétisent le levan et 
se présentent comme de véritables petits pains de sucre de plu- 
sieurs millimétres de hauteur. Les autres streptocoques levan (—-) 
ont leur colonie habituelle. 

Nous avons rencontré 8 souches de St. salivarius répondant 
a cette définition et, comme le montre le tableau VII, ces germes 
proviennent d’origines trés diverses, bien qu’ils soient en général 
considérés comme des hdtes normaux du rhino-pharynx et de 
la bouche. 

D’ailleurs, nos 16 souches levan (—) ont des origines aussi 
variées (sang, 4; gorge, 3; bronches, 5; pus, 3; crachats, 1). 


Pour les souches de streptocoques £ faisant partie des germes 
non groupables nous trouvons des origines moins variées, avec 
une prédominance de prélévements pharyngés au cours d’angines 
simples (sang, 0; bronches, 2; gorge, 13; pus, 1). 


TasteAu VII. — Essai de classification de 128 souches 
de streptocoques humains sérologiquement non groupables 


ORIGINES 


NOMBRE 
DE SOUCHES 
St. sanguinis 
St. salivarius 
ou hominis 
INCLASSES 


o 
8 
'-— 
AS 
© 
S 
— 
& 
3 
s 
) 


St. pneumoniae 


Urines 
Crachats 


oorrowre 


o 


L’étude du tableau VII est intéressante. Sur 128 souches de 
streptocoques non groupables : - 

94 rentrent dans la classification que nous avons sulvle, avec 
un trés grand nombre de Si. pneumoniae (78 souches) ; 

84 souches restent inclassées et la proportion de germes inclas- 
sables est plus grande lorsqu’il s’agit de prélévements bron- 
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chiques, d’examen de pus divers, que.pour les germes d’autres 
origines. 

Ces résultats sont bactériologiquement satisfaisants et seule ta 
trop forte proportion de St. pneumoniae nous parait discutable. 
Nous pensons que l’absence de culture sur milieu enrichi d’éthyl- 
hydrocuprine est un caractére trop banal pour en faire la base 
d’une distinction de variété de streptocoques non groupables. 

Si nous supprimons, dans les colonies a, la variété dite Si. 
pneumoniae de nos résultats, nous obtenons : 


Streptocoques non groupables............ 428 souches 
Sia galacktaem- aur seen se nee ere 7 
Glassési "Ses sangeinisiay.n o), as ene) a sn 4 
St. salivarius (ou hominis). ........ 8 

Ota iy tr cecum hd ee an Re on eons 46 souches 

INCIASS ES s. ccluseeel ey Ge Gaited neu ie Ce) ome ee 412 souches 


Ce résultat nous semble plus proche de la réalité et concorde 
davantage avec les chiffres bactériologiques classiques qui recon- 
naissent peu de variétés identifiables, en dehors des groupes séro- 
logiques, parmi les streptocoques. 


DISCUSSION. 


Nous avons étudié par le « grouping » de Lancefield 217 souches 
de streptocoques d’origine humaine et classé sur ce nombre 
89 souches. 

Nous avons pu voir que: 

Les streptocoques B nous donnent une forte proportion de 
souches groupables (70. p. 100) avec une grande fréquence du 
groupe A (42,5 p. 100). 

Les streptocoques « ont donné 32,4 p. 100 de souches grou- 
pables, parmi lesquelles 17,7 p. 100 de groupe D et le reste 
(14,7 p. 100) réparti sur les autres groupes excepté A, B et C. 

Les streplocoques « + h ne nous ont donné que 80 p. 100 de 
ae groupables, réparties sur tous les groupes excepté A, 

et U. 

Les streptocoques y donnent 50,9 p. 100 de souches groupables, 
parmi lesquelles 40,7 p. 100 de groupe D. Les autres souches 
(10,2 p. 100) se répartissent sur tous les groupes, sauf A, B et C. 

Ces résultats nous montrent bien que les streptocoques des 
groupes A, B et C sont toujours des streptocoques hémoly- 
tiques (f). 

Pour tous les autres groupes de Lancefield, allant de D jus- 
qu’a N, tous les aspects sur gélose au sang ont été rencontrés, 
ce qui nous a surpris pour les groupes autres que D. 

I] est en effet connu que les streptocoques du groupe D peuvent 
avoir des colonies a, B ou y; mais tous les traités présentent les 
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autres streptocoques groupables comme toujours hémolytiques. 
Or, parmi nos 29 souches groupables ne faisant pas partie de 
A, B, C et D, 1 seule est B hémolytique (groupe H), 13 sont 
a + h, 10 sont o et 5 sont y. 

Nl aurait été certainement intéressant d’établir les types de 
Griffith parmi ces streptocoques groupables. Mais nous sommes 
obligés de constater que le « typing » n’aurait rien changé a la 
plus grande de nos difficultés de classification, qui est constituée 
par le nombre important de souches de streptocoques inclassables 
par la méthode de ‘Lancefield. 


Les réactions biochimiques habituelles nous ont paru extréme- 
ment intéressantes pour le groupe D (entérocoques). ‘La fixité de 
leurs réactions biochimiques est remarquable, ainsi que la corres- 
pondance presque constante avec l’aspect typique de la colonie 
sur gélose au sang. Nous n’avons trouvé que 8 exceptions sur 
38 souches, tant pour les réactions biochimiques que pour l’aspect 
de la colonie. 

I] est intéressant de comparer ce que donnent les réactions 
dites d’identification des entérocoques parmi les streptocoques du 
groupe D et parmi les autres streptocoques en général. 


SUR 38 SOUCHES D sur 179 soucHES 
(excepté D) 
OE Rtn ethos ated Sco DileGE) eee eee ler hn a oe A8 
Shia Bie ee Guten ead eee le (Vere eek oe Shc wks 164 
Sc, oho! Ono. oe at one Chaleur: (ci) tego cope ol erates oes AL 
B). 5 b2:th 16, supe cine: Someee chaleur (—) <a. 3 eee, sens 468 
SU Ait Neck coe eae CUNaa(EE ae eae ous 42 
Se an Se een, Sk CINSs (==) eee eee assent) ia tanks 167 
UT oOo ep a soa cette esculinen(a2) au. sas et. sa Sette 18 
Ay tae tae Oneeon oe once Cre inNey (ESN GG ey pom 6 oo 4 164 


35 ont une colonie typique d’entérocoque. 


Si l’on calcule les pourcentages correspondant a ces chiffres, 
la premiére impression est que : 

90 p. 100 environ des souches du groupe D donnent des réac- 
tions d’identification positives ; 

10 p. 100 environ des souches du groupe D donnent des réac- 
tions d’identification négatives ; 

Pour les autres streptocoques, les faits sont exactement 
contraires : 90 p. 100 environ donnent des réactions négatives et 
10 p. 100 environ des réactions positives. 

En réalité, parmi les 10 p. 100 de D atypiques, nous rencon- 
trons trés souvent les mémes germes, ce qui diminue d’autant 
le nombre rée] des entérocoques 4 réactions biochimiques aty- 
piques. 

Par contre, pour les streptocoques des autres groupes comme 
pour les non groupables, les réactions atypiques sont trés dis- 
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persées. Chaque streptocoque n’a guére qu’une réaction « d’enté- 
rocoque » positive, ce qui, pratiquement, n’entraine jamais de 
difficultés d’identification. 

L’ensemble de ces réactions biochimiques d identification reste 
donc nécessaire 4 la reconnaissance presque certaine des strepto- 
coques du groupe D par les épreuves culturelles. L’une ou l’autre 
de ces réactions, isolée, n’a pas de valeur (en particulier la fer- 
mentation de l’esculine trop souvent considérée jusqu’ici comme 
un caractére suffisant pour reconnaitre un entérocoque). 

Pour les autres souches groupables, les réactions biochimiques, 
bien que réguli¢res pour un méme groupe, ne nous ont fourni 
aucune précision complémentaire. Dans ce cas, le « typing » 
dans le groupe est évidemment d’un grand intérét. 


Pour les streptocogues non groupables, les résultats de |’ étude 
biochimique ont été intéressants. Ils nous ont permis de vérifier 
tout d’abord que les germes venant d’un méme malade ont des 
réactions identiques, méme si ces souches sont inclassables par 
les moyens actuels. 

Nous avons pu, sur 128 souches de streptocoques non grou- 
pables, en identifier 16. Ce résultat est appréciable en raison de 
la simplicité des épreuves 4 mettre en ceuvre et, en le considérant 
comme une étape vers une classification plus compléte, nous 
pensons que ce travail d’identification peut étre utile en bactério- 
logie médicale. 

Ri&suME. 


Etude sérologique par le groupage de Lancefield de 217 souches 
de streptocoques humains montrant la forte proportion de germes 
non groupables, et étude biochimique mettant en évidence la trés 
grande homogénéité des entérocoques et rapportant une applica- 
tion d’une tentative de classification pour les streptocoques non 
groupables. 
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INFLUENCE DE LA COMPOSITION 
DU MILIEU DE CULTURE 
SUR LA PRODUCTION SPONTANEE DE PHAGES 
PAR LE BACILLE LYSOGENE DE LISBONNE 


par J. BEUMER. (*.) 


(Institut Pasteur de Bruczelles.) 


On doit a Lwoff et a ses collaborateurs [4] une connaissance 
précise des conditions dans lesquelles les bactéries lysogénes se 
lysent et libérent des quantités considérables de phages, sous 
Paction des agents inducteurs. On suppose que ces derniers pro- 
voquent, chez la majorité des bactéries lysogénes de la culture, 
la transformation du prophage en phage actif, phénoméne qui 
ne se produit spontanément que chez un petit nombre de bac- 
téries dans les cultures lysogénes non induites. On ignore 4 peu 
prés tout des conditions dans lesquelles quelques individus 
d’une culture bactérienne lysogéne libérent spontanément des 
phages. Or, nous avons constaté précédemment [2] que le bacille 
lysogéne de Lisbonne produit spontanément beaucoup moins de 
phages dans un milieu défini (B cyt) qu’en bouillon. Cette parti- 
cularité nous a paru fournir l’occasion d’étudier lV’influence de 
la composition du milieu de culture sur la production des phages 
par une bactérie lysogéne. 

Dans une communication au VI° Congrés International de Micro- 
biologie [3], nous avons bri¢vement rendu compte de nos premiers 
résultats ; nous avons poursuivi nos recherches et nous exposons 
ici l’ensemble des résultats obtenus. 


TECHNIQUE. 


Souches ; Notre souche de bacille lysogéne de Lisbonne [B. Lis- 
bonne (H+) (H—) (V)] produit trois phages appelés par nous H+, 
H — et V, dont les caractéres ont été décrits précédemment [4]. La 
souche de Shigella dysenteriae « B. Flexner 6 », sensible aux trois 
phages du B. Lisbonne, a été utilise pour Ja détection et le titrage 


de ces phages. 


(*) Manuscrit recu le 6 septembre 1954. 
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Sérums anti-phages : Des sérums ont été préparés chez le lapin par 
injections intraveineuses et sous-cutanées de chacun des trois phages 
H+, H— et V. Les sérums anti-phages obtenus ont été débarrassés 
des agglutinines anti-bactériennes par contact avec des suspensions 
épaisses de B. Flexner 6. Ces sérums distinguent nettement les trois 
phages ; les réactions de neutralisation croisée que 1l’on observe sont 
faibles et peu génantes. 

Milieux ; Notre bouillon nutritif est un bouillon de viande de bceuf, 
auquel on ajoute 0,5 p. 100 de Bacto-peptone Difco et 0,5 p. 100 de 
Protéose-peptone n° 3 Difco ; son pH est de 7,4. 

Le milieu défini B cyt contient pour 100 ml d’eau distillée: 0,7 g 
PO, HK, ; 0,1 g NO,NH, ; 0,1 g SO,Na, ; 0,3 g NaCl ; 0,25.¢ asparagine ; 
1 ml glycérine ; 0,25 g lactate d’ammonium et 0,004 g cytidine (indis- 
pensable 4 la croissance du B. Lisbonne [2]); son pH est amené 
a 7,2-7,4. 

Croissance des cultures microbiennes : Elle est suivie soit par turbi- 
dimétrie 4 l’absorptiométre Spekker, soit le plus souvent par néphéio- 
métrie au néphocolorimétre Coleman. Dans ce dernier cas, les cultures 
sont faites dans des cuvettes calibrées contenant 10 ml du milieu étudié 
et maintenues au bain-marie A 37°; des mesures néphélométriques 
effectuées a intervalles réguliers permettent d’établir la courbe de 
croissance. 

Production des phages: Des fractions de 0,5 ml de culture sont 
prélevées aux temps choisis et centrifugées immédiatement pendant 
dix minutes 4 6000 tours/min. Les liquides surnageants sont étalés 
a la dilution convenable sur gélose contenant 1 p. 1000 CaCl, en boite 
de Petri, selon le procédé de la double couche, di a Gratia [5], en 
utilisant la souche Flexner 6 comme germe sensible : le nombre de 
taches multiplié par le facteur de dilution donne le titre des phages 
libres dans un volume déterminé du surnageant non dilué, généra- 
lement I goutte de pipette Pasteur de calibre uniforme. 


PRoDUCTION DU PHAGE H — EN MILIEU DEFINI B cyr. 


Dans les cultures en bouillon, le B. Lisbonne libére 1 particule 
de H — pour environ 50 a 100 bactéries vivantes. I] libére beau- 
coup moins de phages H+ et V, puisque sur 1 000 particules de 
phage libérées en bouillon, environ 950 sont du type H—, 40 
4 50 du type V et 5 a 10 du type H+. Cette prépondérance du 
phage H — dans les cultures nous a fait nous attacher d’abord 
a l’étude de la production de ce phage. 

On sait que la souche lysogéne B. megatherium 899 perd défini- 
livement son caractére lysogéne par des passages répétés en 
milieu synthétique (Clarke {6]; Lwoff et Siminovitch [7]. Il n’en 
va pas de méme pour notre souche de B. Lisbonne, qui reste 
lysogéne aprés plus de 50 passages en milieu défini B cyt [2]. 
Mais on constate que, dés le premier passage dans ce milieu, 
le B. Lisbonne produit cent a mille fois moins de phage H — 
qu’en bouillon. La production spontanée de ce phage semble done 
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dépendre de la composition du milieu de culture ; il reste a déter- 
miner quels sont les facteurs qui exercent une influence sur cette 
production et le mécanisme de leur action. 


I. CROISSANCE MICROBIENNE ET PRODUCTION DE H—; — La 
croissance du B. Lisbonne n’est ni aussi rapide ni aussi abon- 
dante en B cyt qu’en bouillon (figure 1). La pauvreté relative de 
la culture dans le milieu défini est en elle-méme une cause du 


0, $00 
0,400 
: 0,300 
EY 0,200 
0,100 
ro) 

2% 6 6 7 8 3 Rewres 
Fic. 1. — Croissance du B. Lisbonne en bouillon et en B cyt. 


déficit de production du phage H — dans ce milieu. Mais, alors 
que la densité microbienne en B cyt, mesurée par turbidimétrie, 
vaut 10 p. 100 de celle observée en bouillon aprés cinq heures, 
22 p. 100 aprés huit heures et 76 p. 100 aprés vingt-quatre heures, 
la production de phage H— libre en B cyt ne dépasse pas 
1 p. 100 de la production en bouillon. Le défaut de libération du 
phage H — en B cyt est done considérablement plus grand que 
le déficit de croissance de la culture, lequel ne suffit pas 
a expliquer la faible production de phage libre dans le milieu 
défini. On constate d’ailleurs que |’addition au milieu B cyt de 
10 p. 100 de bouillon nutritif, bien qu’elle rende la croissance 
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des bactéries comparable a ce qu’elle est en bouillon, n’augmente 
que faiblement le titre du phage H — libéré. La production de 
phages libres par les bactéries parait done exiger des substances 
différentes de celles nécessaires a la croissance microbienne. 

Pour comparer la production de phage H — dans les cultures 
en milieu défini & ce qu’elle est dans les cultures en bouillon, 
il est nécessaire, en raison de la différence de richesse de ces 
cultures, de rapporter le titre du phage & une méme densité 
microbienne. Le titre du phage dans une culture donnée est donc 
corrigé, en le rapportant a une densité microbienne de 100 unités 
néphélométriques, selon la formule suivante : 


Titre du phage X 100 — Titre oe 
Densité microbienne en unités néphelometriques oe eee 
La comparaison des titres ainsi corrigés montre qu’a densité 
microbienne égale la production du phage H — en B cyt vaut de 
0,1 a 2 p. 100 de la production en bouillon. 


II. Errer sur LA propuction pE H— DE UL’ADDITION DE 
SUBSTANCES DIVERSES AU MILIEU B cyr. — Nous avons cherché 
& obtenir en B cyt une production de phage H — lhbre égale 
a celle que l’on observe en bouillon, en ajoutant au milieu défini 
des substances trés diverses. Un certain nombre d’entre elles nous 
ont donné des résultats favorables ; ce sont par ordre d’efficacité 
croissante : 

1° L’hydrolysat de caséine sans vitamines Difco (1,2 p. 100). 

2° L’extrait de viande préparé selon Beumer-Jochmans [8], 
a la concentration de 10 p. 100: 


500 g de viande de bceuf finement hachée sont mis 4 macérer 34 froid 
pendant plusieurs heures dans’1 1 d’eau ; la macération est isotonisée 
par addition de 5 g NaC] et portée a l’ébullition jusqu’d& cuisson de 
la viande ; le bouillon obtenu est filtré, amené A pH 7 et stérilisé par 
filtration sur filtre Seitz. 


3° L’extrait de levure préparé selon Dirkx [9], a la concentra- 
tion de 10 p. 100: 


On suspend 200 g de levure fraiche de boulanger dans 200 ml d’eau 
distillée, on porte 4 l’autoclave 4 120° pendant une heure, centrifuge 


pendant vingt minutes 4 6 000 tours/min. et stérilise le liquide surna- 
geant 4 110°. 


4° La Bacto-peptone Difco, a la concentration de 0,9 p. 100. 
Comme le montre le tableau I, addition au B cyt de substances 
complexes, telles que la Bacto-peptone, l’extrait de levure ou 
extrait de viande permet dans ce milieu une production de 


LE BACILLE LYSOGENE DE LISBONNE 639 


Tasteau I. — Libération du phage H — exprimée en pourcentage 
du phage libéré en bouillon. 


SSA SSSSSASAS See SCSI SSS SSeS ANAS s SPSS SES ess AS Sea BSAA 


Milieux i Phage H- libéré 
— ee ee ee ee me a eS ES TS ST 
Boyt f au max. 1 p.100 
3 + hydrolysat de caséine 1,2 p.100 } 4&8 p.100 
- + extrait de viande 10 p.100 i 50 p.100 
- + extrait de levure 10 p.100 : 50 & 80 p.100 
= + bacto-peptone 0,9 p.100 i >100 p.100 


Seas SBe TS Se tS SH SSeS = SHA SSS SSS SAIS IAS seer SSO RAs eres sass BwIBI 


phage H — libre, du méme ordre que celle observée en bouillon, 
allant de 50 p. 100 de celle-ci pour l’extrait de viande a plus de 
100 p. 100 pour la Bacto-peptone. 

L’addition d’hydrolysat de caséine, bien que favorable, 
n’exerce toutefois qu’une action beaucoup plus faible que celle 
des substances précédentes et aucun des dix-sept acides aminés, 
que nous avons essayés isolément, ne favorise la production du 
phage H — en milieu B cyt. 

Le ribonucléate de soude, l’aneurine, la nicotinamide et un 
mélange des diverses vitamines du groupe B ne favorisent pas 
davantage la production de H —. 

La libération du phage H — par le B. Lisbonne dépend donc 
nettement de la composition du milieu de culture. Les substances 
qui la favorisent paraissent de nature complexe : présentes dans 
le bouillon, la peptone, l’extrait de viande ou de levure, elles 
n’ont pu étre remplacées par les substances définies que nous 
avons essayées. 


III. TRaNSFERTS DE CULTURES EN PERIODE DE GROISSANCE LOGA- 
RITHMIQUE. — Afin de déterminer comment la composition du 
milieu de culture influence la production du phage par la bactérie 
lysogéne, nous avons eu recours au transfert en bouillon de 
bactéries cultivées au préalable en milieu B cyt et réciproquement, 
le transfert s’effectuant dans chaque cas pendant la période de 
croissance logarithmique. 

Des cultures de B. ‘Lisbonne en milieu B cyt, A4gées de 4 heures, 
sont centrifugées et lavées deux fois en eau physiologique, puis 
transférées en milieu neuf, soit en bouillon, soit en B cyt. Des 
bactéries cultivées au préalable en bouillon sont de méme trans- 
{érées en milieu B cyt et en bouillon. Des titrages de phage H —- 
libre sont effectués avant le transfert et d’heure en heure aprés 
le transfert (tableau IJ). 

Lorsqu’on remet en bouillon des bactéries cultivées au préalable 
dans ce milieu, elles produisent du phage H — en abondance, 
comme elles le faisaient précédemment. Par contre, les bactéries 
venant de B cyt ne se mettent que lentement a produire de grandes 
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TasLteau Il. — Production de phage H — dans les cultures 
de B. Lisbonne aprés transfert. 


ee ee el 


Bactéries i Titre du phage H- aprés transfert (1) 
cultivées transférées He linn 1 be i 2h. 3h. i 4h. i 24 bh. 
en t Ne i t H H H : 
t-te tt 
Boyt i Boyt i 412 i 17 H 55 42 j 30 j 140 
me : Bouillon 3 4 H 470 ; 3-470 3 4.800 : 9.200: 5.130 
Bouillon j Boyt $ 4.170 166} ©6139 3 50 } 46 } 70 
" 


j Bouillon | 17.300 4 34.500 $ 24.200 } 26.000 { 31.200 } 47.500 


= z = 
Sean sews os So ewes e ese eso ISS SS eee ees eS eH Se See SS SESS SSS SH SS SS SSS SS TTS 


(1) Il s'agit du titre corrigé. 


quantités de phage lorsqu’on les transfére en bouillon : la produc- 
tion massive de phage H — ne s’amorce que deux heures environ 
apres le transfert et n’atteint aprés quatre heures que le tiers de 
la production des bactéries venues du bouillon. 

D’autre part, les bactéries cultivées en bouillon libérent encore 
abondamment du phage H — lorsqu’on les transfére en B cyt, 
mais cette libération cesse rapidement et, dés la trentiéme minute, 
la majorité du phage libéré en B cyt au moment du transfert a 
disparu. 

Nous avons répété ces expériences de transfert en remplacant 
le bouillon par du milieu B cyt additionné de 10 p. 100 d’extrait 
de viande, dans lequel la production du phage H — atteint 
environ 50 p. 100 de la production en bouillon, afin d’opérer dans 
deux milieux trés semblables, ne différant entre eux que par !a 
présence d’extrait de viande. Comme dans l’expérience précé- 
dente, les bactéries cultivées en milieu B cyt ne commencent 
a libérer du phage H — en abondance que deux heures environ 
aprés leur transfert en B cyt + extrait de viande, alors que les 
bactéries venant de ce dernier milieu produisent d’emblée une 
quantité de phage H — du méme ordre que celle qu’elles produi- 
saient avant leur remise en suspension en B cyt + extrait de 
viande. D’autre part, les bactéries venues de B cyt + extrait de 
viande cessent rapidement de produire du phage en abondance 
lorsqu’on les transfére en B cyt. 

Ces expériences mettent en lumiére deux faits importants : ie 
premier, le délai d’environ deux heures, nécessaire aux bactéries 
venant du milieu B cyt pour amorcer une production abondante 
de phage H— lorsqu’on les transfére en bouillon ou en 
B cyt + extrait de viande, et le second, la chute brusque de !a 
libération de phage H— par les bactéries venues du bouillon 
ou de B cyt + extrait de viande, lorsqu’on les transfére en B cyt, 
ainsi que la disparition rapide des phages initialement libérés 
dans ce milieu. Ces faits paraissent indiquer que le milieu B cyt 
manque de substances nécessaires a la synthése-du phage H — 
par les bactéries : transférées dans des milieux contenant ces 
substances, les bactéries cultivées en milieu B cyt ne libérent de 
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phage H— en abondance qu’aprés le temps nécessaire a ¢a 
synthése. D’autre part, les bactéries cultivées au préalable en 
bouillon ou en B cyt + extrait de viande libérent au moment de 
leur transfert en B cyt les phages élaborés précédemment, puis 
cessent d’en synthétiser abondamment de nouveaux par pénurie 
des facteurs indispensables a cette synthése. Enfin, la disparition 
rapide dans le milieu B cyt du phage libéré par les bactéries 
venues du bouillon suggére la présence dans le milieu défini de 
substances toxiques pour le phage H — : c’est ce que les expé- 
riences suivantes ont démontré. 


IV. Toxicité DE CERTAINS IONS POUR LE PHAGE H —. — Si l’on 
dilue du phage H — dans différents milieux et que l’on titre ces 
dilutions aprés trente, soixante et quatre-vingt-dix minutes, on 
constate qu’en milieu B cyt le nombre de particules actives décroit 
rapidement : 99 p. 100 d’entre elles sont inactivées en trente 
minutes (tableau III). Le milieu B cyt semble donc étre extréme- 
ment toxique pour le phage H—. Disons immédiatement que, 
contrairement a ce dernier, les phages H+ et V sont stables en 
B cyt pendant au moins deux heures. 


Tasieau Ill. — Destruction du phage H — en milieu B cyt. 
Milieux H Nombre de particules actives aprés 
ti ane es oe 8 ee eee ee eee 
i O min i 30 min. i 60 min i 90 min 
1——-— eet —+ 
Bouillon i 3.900 3.400 #¢ 2.160 3.100 
Boyt $ 1.600 j {2-55 10 
E.P. $ 3.400 852 5 420 
Beyt + ext.viande H 3.300 4.000 H 2.500 { 2.700 
Boyt + MgClo j 3.000 $ 516 H 450 i 420 
Boyt + CaClo i 2.500 i 492 H 312 ' 330 


La toxicité du milieu B cyt pour H — est complétement sup- 
primée par 10 p. 100 d’extrait de viande et diminuée par 
MgCl, 10-* M ou CaCl, 5 x 10-*M : en présence de l'un de ces 
deux sels, 20 p. 100 des particules de phage H — introduites dans 
le milieu survivent aprés trente minutes contre 1 p. 100 en leur 
absence. 

Des expériences systématiques ont précisé que le constituant le 
plus toxique du milieu B cyt est le PO,HK, a la concentration 
utilisée (M/25) ; viennent ensuite dans lordre le NaCl (M/20), !e 
SO,Na, (M/140) et la glycérine. Ces résultats sont conformes aux 
observations de Gratia [40], selon lesquelles les ions Na et K sont 
toxiques pour certains phages, dans les limites des concentrations 
utilisées dans le milieu B cyt. Cet auteur signale également que 
cette action toxique des ions Na et K est neutralisée par les ions 
Ca et Mg. 
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Tenant compte de ces résultats, le milieu B cyt a ete modifié 
en supprimant la glycérine, en y ramenant la concentration du 
PO,HK, a M/100, concentration non toxique pour le phage H — 
et cependant compatible avec la croissance des hactéries, et en 
y ajoutant des sels de Ca et de Mg. Le nouveau milieu défini 
ainsi obtenu (D2) se compose de: PO,HK, M/100; NO,NH, M/80; 
SO,Na, M/142; NaCl M/20; asparagine, 0,25 p. 100; lactate 
d’ammonium, 0,25 p. 100; cytidine, 0,004 p. 100; CaCl, 3 x 10+ M 
et MgCl, 2 x 10-* M. 

Le milieu défini D2 permet le développement du B. Lisbonne 
dans la méme mesure que le B cyt et n’est pas toxique pour les 
phages qui y sont libérés : en effet, les phages H+, H— et V 
y sont stables pendant au moins vingt-quatre heures. Si lon 
compare la production du phage H— en B cyt et en D2, on 
constate qu’elle est bien meilleure dans ce dernier milieu, sans 
toutefois dépasser 5 A 10 p. 100 de ce qu'elle est en bouillon. 
Bien que le milieu D2 ne soit pas toxique pour les phages libérés, 
il n’en demeure pas moins défavorable a Ja production du 
phage H — par le B. Lisbonne. Les éléments minéraux du milieu 
jouent done un réle important dans la conservation des phages 
libérés, mais ne paraissent exercer qu’une aclion secondaire sur 
leur production. 


PropucTion pes pHaces H +, H— er V En MILIEU vDEFINI D2. 


Comme nous l’avons exposé en détail ailleurs [414}, la forte 
prédominance du phage H— dans les cultures de B. Lisbonne 
(95 p. 100 des particules libérées en bouillon sont de ce type) 
oblige 4 user d’artifices pour le titrage des phages H+ et V, 
beaucoup moins abondants. On y réussit toutefois soit en effec- 
tuant les titrages 4 deux dilutions différentes, soit mieux encore 
en neutralisant le phage H— par le sérum antiphage corres- 
pondant. 


I. ErupE DE LA PRODUCTION DES PHAGES H +, H— er V en D2. 
-— L’expérience montre que dans un milieu donné, les quantités 
des phages H+, H— et V libérés par le B. Lishonne varient 
suffisamment peu pour que l’on puisse considérer cette libéra- 
tion comme relativement constante et caractéristique du milieu, 
dans des circonstances définies. Le tableau IV permet de 
comparer les titres des phages libres dans 8 cultures paralléles 
ensemencées d’un méme clone, dont 4 effectuées en bouillon et 
4 en D2 [44]. Les écarts par rapport a la moyenne sont suffi- 
samment faibles, pour que l’on puisse considérer que, dans un 
milieu donné, un nombre plus ou moins constant de bactéries 
se lyse en libérant des quantités de phages, qui varient assez peu 
d’une culture a l’autre. 
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Tasteau IV. — Titres des phages libres dans les cultures 
de six heures. 


SRS SSeS Sos SSS SASS SS TTS 


Cultures en bouillon Cultures en D2, 
Tube { H+ H- v } Tuve | H+ E- v 
Ne 4 H 630 108.000 10.200 3 Ne ie = 162 2.700 90 
- 2 } 1.080 84.000 5-100 HS ca j 168 2.340 100 
- 3 i 670 64.000 6.600 - 3 H 192 1.620 120 
= 43 2.100 / 


884 88.200 7.875 3 $ 175 2.190 112 


eee ees ee ee ete ed waSceses Seas eset soe eee ee 


Ce tableau montre également que dans cette expérience le clone 
de B. Lisbonne utilisé libére en moyenne soixante-dix fois moins 
de phage V, quarante fois moins de phage H— et cing fois 
moins de phage H+ en milieu D2 qu’en bouillon. Le calcul des 
proportions relatives des trois types de phages sur 100 particules 
libérées indique que ces proportions varient : 

En bouillon : 


PourgHer de: 0sb3draedeo0)) a4. Moyenne = 0,91 p. 100 

Pours ders9 Gd aulo tones ap a4) Moyenne = 90,95 p. 100 

POULESVi we OCs a Ouirdn re, Gos es sees as Moyenne = 8,15 p. 100 
En D2: 

Pourstee des 5,00ray 9590) sain Moyenne = 7,10 p. 100 

PRounH—"dex83.85 794 45eecy "ee. Moyenne = 88,40 p. 100 

Jeyoyite \Y GK TESOL yee oe 8 nm ol Moyenne = 4,50 p. 100 


Les proportions relatives des trois types de phages libérés 
varient done assez peu dans un méme milieu, mais varient par 
contre trés fort dans des milieux différents. Selon sa composi- 
tion, le milieu de culture affecte différemment la production des 
différents phages du B. Lisbonne : en milieu D2, la répartition 
des types est différente de ce qu’elle est en bouillon, indiquant 
notamment que le milieu défini est nettement moins défavorable 
au phage H + qu’aux deux autres. 

Le déficit de libération des phages et la modification de leurs 
proportions relatives en milieu D2 pourraient étre dus, a ce que 
ce milieu sélectionnerait des clones faiblement lysogénes pour 
les trois phages, ou plus particuli¢rement pour l’un d’entre eux. 
L’expérience suivante démontre qu’il n’en est rien [414]. 

On cultive parallélement en bouillon et en D2 des colonies de 
B. Lisbonne, isolées soit sur milieu D2, soit en bouillon. Les diffé- 
rents clones isolés sur un méme milieu peuvent présenter des 
différences quant aux quantités absolues et aux proportions rela- 
tives des trois phages qu’ils libérent (tableau V). Mais, par 
ailleurs, on constate qu’en moyenne les clones isolés sur milieu 
D2 produisent en bouillon les trois phages en mémes quantités 
et en mémes proportions que les clones isolés en bouillon. Réci- 
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TaBLeAo V. — Titres’ des phages dans les cultures de seize heures. 


Beoo eS be ts ao eso S53 ee BES ee ES eS SS HS eee eee ees ST Sse rows Tes 


I. des colonies isolées sur gélose bouillon 


i cultivées en bouillon i cultivées en D2 
Colonies ; H+ H- i H+ H- Vv 
SEED ee eae ges ee Te, aS = 
Ne 4 600 46.800 3.900 i 282 1.800 198 
a @ 410 270.000 800} 186 1.440 300 
= 3 500 189.000 800 i 114 1.500 222 
- 4 800 153.000 15.000 ¢ 258 700 390 
aS $ 1,000 400.000 13.200 i 384 2.220 492 

II. des colonies isolées sur gélose—D2 

j cultivées en bouillon cultivées en D2 

Colonies H H+ H- v i H+ H- Vv 
4 eee ee ee 

N° 4 3 670 72.000 4.020 3 120 1.500 432 
= 2 i 780 60.000 4.380 282 1.080 252 
=~ 3 j 600 135.000 2.400 } 246 4.860 414 
- 4 H 640 51.000 3.300 3 318 1.800 216 
- 5 1.000 153.000 4.100 j 420 7.020 360 


sme Sa 322 Reese eos SH Sete ee SHS Soe sa Ss SSS See SH eee as SS seSsssas= 


rc 


~ 


] 


| 


U 


Soo, nombre de shages Libres 


4 %& 4 5 6 7 B heures, 
A 


Fig. 2. — Crois sance des cultures en unités néphélométriques (N) et production 
de phages livres; A, en bouillon; B, en milieu D2. 
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proquement, le comportement en D2 des clones isolés en bouillon 
ne se distingue pas de celui des clones isolés sur milieu D2. Ce 
dernier ne sélectionne done pas des individus héréditairement 
moins capables de libérer spontanément des phages. 


II. PropuctTiIon DES PHAGES ET CROISSANCE BACTE:RIENNE EN D2. 
La croissance bactérienne a été suivie au néphélométre et les 
phages libres titrés, parallélement dans des cultures en milieu D2 
et en bouillon, en fonction du temps (fig. 2) [44]. La croissance 
bactérienne est moins rapide et moins abondante en D2 qu’en 
bouillon : dans ce dernier, le maximum de développement est 
atteint entre sept et huit heures, alors qu’il ne l’est qu’entre dix- 
sept et vingt heures en D2, la densité microbienne ne dépassant 
pas dans ce milieu les deux tiers de celle observée en bouillon. 
Les titres des trois phages augmentent parallélement A l’accrois- 
sement de la densité microbienne dans les deux milieux, la 
période de libération des phages coincidant avec la phase de 
croissance logarithmique des bactéries. Pendant cette période, le 
titre corrigé d’un phage déterminé, c’est-a-dire le titre rapporté 
a une densité microbienne constante de 100 unités néphélomé- 
triques, varie relativement peu dans un méme milieu (tableau VI). 


TabLeau VI. — Production des phages: titres corrigés. 
Rane Ok, page Gs | Milieu D2 
H+ fats v H+ H- v 

2h 320 12320 280 60 1.460 60 
4 re H 320 24.600 100 121 1.660 63 
5 (= i 200 28.000 83 172 2.400 87 
6G H 187 18.800 255 100 1.170 40 
ie aes 220 26,000 320 139 2.030 97 
Bo 335 19.500 500 202 2.530 114 
Pay i 172 12.300 700 121 635 98 
30) 134 22.000 520 84 400 53 
48 - 82 9.640 455 H 36 255 116 


Ceci semble indiquer que la libération des phages par les bac- 
téries s’effectue en proportions constantes pendant la période de 
croissance microbienne ; elle cesse lorsque cette derniére prend 
fin. Les trois phages sont libérés en méme temps, ce qul signifie 
qu’A tout moment des bactéries libérent des phages de I un ou 
de l’autre type, étant donné qu’une bactérie ne libére qu un seul 
type de phage en se lysant (Bertani [42]). Comme la libération 
des phages en D2 s’effectue, de méme qu’en bouillon, paralle- 
lement a la croissance des bactéries, et en proportions cons- 
tantes, tout semble indiquer que cette libération obéit aux mémes 
lois en milieu D2 et en bouillon, a la différence prés qu’elle est 
moins abondante en milieu défini et que la répartition des phages 
y est différente. 
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Ill. Errer suR LA LIBERATION DES PHAGES DE L’ADDITION DE 
DIVERSES SUBSTANCES AU MILIEU D2. — Le tableau VII [44] résume 
l’effet, sur la libération des trois phages, de l’addition au 
milieu D2 de glucose (0,0125 M), d’hydrolysat de caséine 
(1,2 p. 100), d’extrait de viande (10 p. 100), d’extrait de levure 


Tanteau VII. — Libération des phages exprimée en pourcentage 
des phages libérés en bouillon. 


wees eaHsS5S5S eee ero eee es Soe Se Sse SS SBA ESSERE SSS SSS SSS SASS SS SSS SSeS ETS 


H H+ j H- V 
Fae s B Série A Série B } Série A Série B 

: Série A érie érie érie é6rie rie 

pte i Sakbianis tithe! SM marie tee sha e SY 

D2 j 39,10 40,40 } 5,16 10,30 } 11,90 7,20 
D2+glucose : 61 11,20 % 9,40 10,90 3 11 4,40 
— +hydrolysat de caséine } 35,40 48,60 $ 20,35 22,70 # 31,90 41,60 
- + extrait de viande : 61 35,40 57,10 80,50 } 18,20 16,80 
~+ extrait de levure : 47 49 i 81 76,50 $ 12,10 9,41 
- + bactopeptone i 25,30 24,60 i 113,30 137 } 12,30 10,70 
- + protéose peptone i 17,20 7,20 } 79,50 86, 60 } 33,50 20,34 


eeee 2535555580 SSeS eee e oe Se eS SSeS SHS SEES Sl es BS SS HS ee See SST SSeS SS STS 


(10 p. 100), de Bacto-peptone Difco (1 p. 100) ou de Protéose- 
peptone n° 8 Difco (1 p. 100). Les chiffres inscrits au tableau 
expriment la libération de chaque phage dans les divers milieux 
en pourcentage de la libération en bouillon ; la série A se rap- 
porte 4 des titrages effectués dans des cultures de sept et vingt- 
quatre heures, la série B a des titrages dans des cultures de 
quinze et vingt et une heures, chaque chiffre étant la moyenne 
de plusieurs expériences. 

Les substances étudiées influencent différemment la libération 
de chacun des phages. Celle du phage H + est la moins influencée 
par les modifications de la composition du milieu. On remarque 
toutefois que les peptones, et surtout la Protéose-peptone, génent 
trés nettement la production de ce phage; signalons que la Pro- 
téose-peptone est toxique pour le phage H+, mais non pour les 
autres phages. Par ailleurs, l’extrait de viande favorise légére- 
ment la production de H + ; le glucose également, mais le phage 
libéré disparait partiellement, en raison de l’acidification du 
milieu. 

La production du phage H— est considérablement favorisée 
par la Bacto-peptone, et & un degré moindre par la Protéose- 
peptone, les extraits de viande et de levure; l’hydrolysat de 
caséine n’augmente que légérement la production de ce phage. 
Cette substance est, par contre, celle qui agit le plus favorable- 
ment, avec la Protéose-peptone, sur la production du phage V, 
mais il faut remarquer que celle-ci n’est que difficilement amé- 
liorée par l’addition de ces substances au milieu D2: le bouillon 
reste de loin le milieu le plus favorable a la Jibération du phage V. 

On peut donc, en ajoutant au milieu D2 différentes substances 
complexes, favoriser la libération de Vun ou lautre des 
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phages H +, H— ou V, selon la substance ajoutée. Nous avons 
tenté d’obtenir le méme résultat par l’addition de substances 
définies. 

Nous n’avons obtenu que des résultats négatifs avec les sub- 
stances suivantes : acides ribo- et désoxyribonucléique ; cytidine, 
thymine, guanine, adénine ; thiamine, riboflavine, pantothénate, 
pyridoxine, acide para-amino-benzoique, niacine, nicotinamide, 
biotine, inosite ; ions Cu et Fe. 

Signalons que dans le milieu défini D2, enrichi par addition 
d’hydrolysat de cas¢ine, de tryptophane et de bases puriques «t 
pyrimidiques, la croissance du B. Lisbonne est la méme qu’en 
bouillon, sans que la libération des phages y soit proportionnel- 
lement améliorée. De méme l’agilation continue des cultures de 
B. Lisbonne en D2 et en D2 glucosé favorise notablement la 
croissance microbienne, mais n’améliore pas proportionnellement 
la libération des phages, qui parait plutot génée par l’aération, 
a densité microbienne égale. 

Nous avons obtenu de meilleurs résultats par |’addition au 
milieu D2 de l’un ou |’autre des 17 acides aminés que nous avons 
éprouvés (tableau VIII) [44]. La production du phage H+ est 


TasBLeau VIII. — Libération des phages exprimée en pourcentage 
des phages libéres en bouillon. 


See ee Soe Soe ese ese ee Hee see eS eS = Soe SSeS ee eS Besse eS ae Te 


Libération des phages exprimée en pourcentage des phages libérés 


en bouillon 

Milieux H+ H- Vv 
D2 | 39 11 2,8 
D2 + hydr.cas. 1,2 p.100 H 46 28 1555 
- + glycocolle 0,1 p.100 i 53 18 4,4 
— + alanine id. 49 16 edi 
- + sérine id. “3 oh) 3455 
— + cystine 0,01 p.100 } 3 14 es 
- + méthionine 0,17 p-100 55 35 2,6 
- + thréonine id. i $9 14 2,9 
- + valine 0,1 p.100 t 40 30 255 
- + leucine id. j 35 10 ALD 
— + isoleucine id. H 46 16 4,2 
- + arginine id. 6. 6 2,9 
- + lysine 0,03 p.100 i a 38 6,2 
— + glutamate 0,27 p.100 $ 50 4 re 
- + phénylalanine 0,06 p.100 j 53 al ie 
- + tyrosine 0,0075 p.100 i 22 3,3 
-— + tryptophane 0,1 p.100 ; 39 12 6,9 
— + histidine id. H 45 4 

- + proline id. j 38 12 3,5 


Somos -eeeseseeeee ree eee eee eee ees Sess oes esas s ees see 
N.B.— Les chiffres qui dépassent d'au moins 50% les pourcentages en milieu D2 ont 
6té soulignés. ie a 


favorisée, en ordre décroissant, par la sérine, la thréonine, largi- 
nine et la lysine, celle du phage H — par la lysine, la méthionine, 
la sérine, la valine, la phénylalanine, le glutamate, le glycocolle 
et histidine ; celle du phage V par la sérine, la cystine, le trypto- 
phane, l’histidine, la phénylalanine, la lysine, le glutamate, le 


,~ 
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elycocolle et Visoleucine. Deux de ces acides aminés seulement, 
la sérine et la lysine, améliorent nettement la production des 
trois phages ; trois autres, le glycocolle, le glutamate et la phényl- 
alanine, augmentent a la fois la libération des phages H— et Vv. 
La production de chacun des phages est done favorisée par | addi- 
tion au milieu défini d’acides aminés différents. 


IV. TRANSFERT DE CULTURES EN PERIODE DE CROISSANCE LOGA- 
riITHMIQUE. — Nous avons répété en milieu D2 les expériences 
de transfert des cultures en phase de croissance logarithmique, 
telles que nous les avions effectuées en milieu B cyt. Comme on 
peut le voir (tableau IX), les bactéries cultivées en D2, comme 


Tasteau [X. — Production de phage H — dans la culture 
de B. Lisbonne aprés transfert. 


a ee ee ed 


Bactéries H Titre du phage H- aprés transfert (1) 
Te SSCL a ee i RIO Ta TRS RECENT a er re ee 
oultivées | transféréesj 4, | yn, | an, | an, | 18H. 
en { en i t 
D2 : D2 188 910 : 2.380 1.380 3 350 
D2 } Bouillon 191 950 $ 13.400 18.200 } 12.000 
Bouillon { D2 2.500 16.200 15.100 13.800 1.840 
Bouillon { Bouillon i 1.940 23.000 $ 41.000 } 39.000 15.300 


Sees5e25 Bs Cet seo ee eo Re Bee Be = BH Se SSS OS Bee eS SHS B= SS SS SSeS 


(1) Il s'tagit du titre corrigé. 7 
celles cultivées en B cyt, n’accroissent pas d’emblée leur pro- 
duction de phage H —, lorsqu’on les transfére en bouillon : ici 
aussi un délai de deux heures est nécessaire a |’élaboration du 
phage par les bactéries provenant d’un milieu carencé en sub- 
stances nécessaires a cette synthése. Les bactéries cultivées en 
bouillon libérent en D2, au moment du transfert, sensiblement 
autant de phage H— qu’en bouillon, mais alors que ces bactéries 
continuent a produire des phages si on les replace en bouillon, 
elles cessent aprés une heure environ de produire de nouveaux 
phages lorsqu’on les transfére en milieu défini. Toutefois, le 
milieu D2 n’étant pas toxique, le phage H— libéré au moment du 
transfert ne disparait pas dans la suite, contrairement a ce qui 
se passait en B cyt. 

Les résultats sont comparables si la croissance préliminaire des 
cultures s’est effectuée en milieu D2 enrichi par addition d’hydro- 
lysat de caséine, de tryptophane et de bases puriques et pyrimi- 
diques, au lieu de D2 ; comme dans le milieu enrichi les bactéries 
se multiplient aussi rapidement qu’en bouillon, on évite I’écueil 
de comparer des cultures inégalement riches en germes. 

Ces expériences, comme celles effectuées en B cyt, tendent 
i démontrer que le déficit de production des phages en milieu 
défini est da a Ja pénurie en substances indispensables a la syn- 
thése des phages par les bactéries. 
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CoNCLUSIONS. 


I] ressort des expériences exposées dans ce travail que la libé- 
ration spontanée des phages par la bactérie polylysogéne B. Lis- 
bonne (H +) (H —) (V) est influencée par la composition du milieu 
de culture. Si, en effet, un méme clone bactérien libére les trois 
phages H +, H — et V, en proportions relativement constantes 
dans des cultures paralléles effectuées dans le méme milieu, par 
contre, dans des milieux différents, les quantités absolues et les 
proportions relatives des trois phages, que libére ce méme clone, 
varient considérablement. C’est ce qu’illustre notamment la compa- 
raison de la libération des phages en bouillon et dans le milieu 
défini D2, dans lequel le B. Lisbonne libére selon les clones de 
2,5 4 10 p. 100 du phage H —, de 1,5 a 12 p. 100 du phage V et 
de 20 4 40 p. 100 du phage H + qu’il libére en bouillon. 

La composition du milieu de culture conditionne la libération 
des phages, notamment par son influence sur la croissance des 
bactéries et sur la stabilité des phages libérés, mais surtout par 
son action sur la synthése de ceux-cl. 

Dans les différents milieux étudiés, le titre des phages libérés 
croit parallélement a la culture microbienne, mais si l’on rapporte 
le nombre de phages libres 4 une densité microbienne constante, 
on constate que dans des milieux différents un méme nombre de 
bactéries produit des quantités trés variables des trois phages. 
Dans le milieu défini D2 additionné d’hydrolysat de caséine, de 
tryptophane et de bases puriques et pyrimidiques, la courbe de 
croissance du B. Lisbonne est la méme qu’en bouillon et cepen- 
dant les bactéries libérent dix fois moins de phage H — dans le 
milieu défini qu’en bouillon. Ce n’est done pas uniquement par 
son action sur la croissance bactérienne que la composition du 
milieu influence la production des phages. 


Les phages libérés disparaissent plus ou moins rapidement dans 
certains milieux, dont un ou plusieurs des composants sont 
toxiques. C’est ainsi que le phage H — n’est pas stable en milieu 
B cyt, a cause de la toxicité des ions Na et K : 99 p. 100 des par- 
ticules de ce phage sont inactivées en trente minutes dans ce 
milieu, qui contient un excés de PO,HK,. De méme, la Protéose- 
peptone est toxique pour le phage H+, dont elle inactive 
90 p. 100 des particules en huit heures. Toutefois, ’emploi de 
milieux définis, tels le milieu D2, dont la composition a été étudiée 
de telle maniére qu’elle assure la stabilité des phages qui y sont 
libérés, montre que, méme dans ces conditions, des différences 
considérables subsistent dans la production des trois phages dans 
des milieux différents. L’action toxique de certains constituants 
des milieux sur l’un ou l’autre des phages doit étre prise en consi- 
dération pour éviter la destruction des phages libérés, mais celle-ci 
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ne rend pas compte a elle seule des différences observées dans la 
libération des phages, dans des milieux de composition différente. 

Les substances composant le milieu de culture peuvent agir spé- 
cifiquement sur la libération de l’un ou l'autre des trois phages 
du B. Lisbonne. C’est ce que démontre l’addition au milieu défini 
de diverses substances complexes ou d’acides aminés. ‘La produc- 
tion de H + est favorisée par ]’extrait de viande, le glucose, ia 
thréonine et surtout par la sérine, celle du phage H— par les 
peptones Bacto- et Protéose, les extraits de viande et de levure 
et, parmi les acides aminés, surtout par la lysine, la méthionine, 
la sérine et la valine, celle du phage V, enfin, par l’hydrolysat de 
caséine, la Protéose-peptone et par plusieurs acides aminés, dont 
la sérine est le plus actif. 

L’étude paralléle de la croissance microbienne et de la libéra- 
tion des phages montre que cette derniére se produit essentiel- 
lement pendant la période de croissance logarithmique des germes. 
L’expérience semble indiquer que, pendant cette période, dans un 
milieu déterminé, un méme nombre de germes libére une quan- 
tité constante d’un phage donné. Ce taux de libération différe, par 
contre, pour un méme phage d’un milieu 4a l’autre : 1] est notam- 
ment beaucoup plus faible en milieu défini D2 qu’en bouillon, 
surtout pour les phages H — et V. 

A quoi attribuer le déficit de libération des phages en milieu D2 ? 
L’expérience permettant d’éliminer la sélection par ce milieu de 
clones bactériens faiblement lysogénes, il reste deux hypothéses 
a envisager. Ou bien, en milieu D2, un plus petit nombre de bac- 
téries se lyse spontanément en libérant la méme quantité de phages 
qu’en bouillon, ou bien Ja fréquence de la lyse spontanée est la 
méme dans les deux milieux, mais le rendement en phages de 
chaque bactérie est plus faible en D2 qu’en bouillon. La _pre- 
miére hypothése n’explique pas l’action spécifique de certaines 
substances sur la libération d’un type de phage déterminé. 
Puisque, selon Bertani [42], chez le B. Lisbonne chaque bactérie 
qui se lyse libére des particules de phage appartenant a un seul 
type, bien qu’elle soit potentiellement capable de les produire 
tous les trois, on comprendrait mal qu’une substance favorise 
exclusivement la libération d’un phage déterminé, si cette sub- 
stance ne modifiait que le nombre des bactéries qui se lysent. 

Les expériences de transfert de bactéries en période de crois- 
sance Jogarithmique apportent, par ailleurs, un argument de 
poids 4 la seconde hypothése. Les bactéries cultivées en milieu 
défini ne libérent de phages en abondance en bouillon que deux 
heures environ aprés leur transfert dans ce milieu, tandis que 
les bactéries cultivées en bouillon et transférées en milieu défini 
libérent encore des phages en abondance au moment du transfert, 
mais cessent dans la suite d’en produire de nouveaux. Il ne 
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semble done pas que le milieu défini géne la libération pro- 
prement dite des phages, mais qu’il manque des matériaux néces- 
saires a leur synthése. I] faut, par conséquent, aux bactéries 
transférées du milieu défini en bouillon un délai indispensable 
a l’assimilation des matériaux nécessaires A la synthése des 
phages et le temps de réaliser cette derniére. Il semble done que 
l’on puisse admettre que le faible rendement en phages des 
bactéries cultivées en milieu défini soit di a la carence en maté- 
riaux nécessaires 4 la synthése des phages et que les substances 
qui augmentent spécifiquement la libération d’un phage déterminé 
agissent en favorisant sa synthése par les bactéries. 

Cette conclusion est conforme, par ailleurs, aux résultats 
obtenus par divers auteurs. Cohen et Fowler [43] ont observé que 
le rendement en phages lors de la lyse d’E. coli B par le phage 
virulent T2 est dix 4 quarante fois plus faible en milieu synthé- 
tique qu’en bouillon et que certains acides aminés sont indispen- 
sables a la synthése de ce phage par la bactérie. Les bactéries 
lysogénes induites ne se lysent pas et ne produisent pas de 
phages, si aprés l’induction elles sont carencées en glucides 
(Jacob [44]), en aliments azotés ou en certains acides aminés 
(Borek [45]). Gots et Hunt [46] ont observé de méme que certains 
acides aminés sont nécessaires au développement des phages 
aprés induction d’E. coli K12 [A] (1). 

Il apparait done que, si nous ignorons encore les facteurs, qui 
dans une culture lysogéne déterminent chez un certain nombre 
de bactéries la transformation, que nous appelons spontanée, du 
prophage en phage, suivie de la lyse bactérienne et de la libé- 
ration des phages, le milieu de culture influence de maniére cer- 
taine le nombre des phages libérés et, dans le cas d’une bactérie 
polylysogéne, le type de ces phages, vraisemblablement grace au 
réle que jouent dans la synthése de ceux-ci les substances qui 
composent ce milieu. 
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ETUDE GENETIQUE D’'UN BACTERIOPHAGE TEMPERE 
D’'ESCHERICHIA COLI. 


1. — LE SYSTEME GENETIQUE DU BACTERIOPHAGE ». (*) 


par F. JACOB et E.L. WOLLMAN (*), 


(Service de Physiologie microbienne. Institut Pasteur.) 


INTRODUCTION. 


L’étude de la mutabilité des bactériophages et |’étude de leur 
recombinaison génétique ont apporté des renseignements essen- 
tiels quant 4 leur mode de reproduction. On sait en effet qu’aprés 
Vinfection des bactéries sensibles, le bactériophage perd son pou- 
voir infectieux [4]. Pendant cette période d’éclipse, le matéricl 
phagique en voie de multiplication peut encore étre caractérisé 
par les éléments de sa constitution génétique. Les résultats les 
plus importants ont été fournis par létude des gros _ hactério- 
phages virulents d’Escherichia coli, T2 et T4. Ils indiquent que, 
pendant la phase végétative, chaque particule formée conserve 
son intégrité génétique et peut, a son tour, servir de modeéle a Ja 
formation d’autres particules [2]. Elle peut également participer 
a des phénoménes de recombinaison génétique qui obéissent dans 
leurs grandes lignes aux lois de la génétique classique [8, 4]. 

Les bactériophages tempérés different des gros bactériophages 
virulents par de nombreux caractéres. Ils sont en particulier 
capables, a l’état de prophage, de réaliser une association étroite 
avec le matériel génétique de la bactérie [5]. Il semblait donc 
utile d’étudier le systeme génétique du _ bactériophage 4, dont 
V’association a l|’état de prophage avec le matériel génétique des 
bactéries lysogénes d’E. coli K 12 (A) a été démontrée [6, 7]. Déja 
Murphy [8] a étudié la recombinaison génétique chez un bacté- 
riophage tempéré de Bacillus megatherium. Nous nous proposons 
de décrire, dans les trois mémoires de cette série, le systéme 
génétique du bactériophage 4, le mécanisme de la recombinaison 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 
Institute of the National Institutes of Health des Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 2 septembre 1954. 
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génétique chez ce bactériophage [9] et l’effet du rayonnement ultra- 
violet sur le processus de recombinaison [40]. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Souches de bactéries et de bactériophages. — La souche d’E. coli K12 
et la plupart des mutants qui en dérivent sont lysogénes. Le bactério- 
phage 2 que ces bactéries produisent peut se multiplier sur d’autres 
souches (K12S) devenues non lysogénes aprés exposition au rayonne- 
ment ultraviolet [44]. La souche sensible 112 a été utilisée comme 
souche indicatrice [7]. 

Les caractéristiques du bactériophage ~ ont été plusieurs fois 
décrites [42, 413]. 

Milieux. — Bouillon de viande + NaCl, 5 g/l. 

Tampon : KH,PO,, 1,36 g ; (NH,),80,, 0,2 g ; Mg(SO,)7H,O, 0,2 g ; 
(NO,),Ca, 0,2 g ; eau, 1 000 g ; KOH, q. s. pour Eb Y(e 

Milieu gélosé pour étalement : macération de viande, 100 ml ; 
peptone Uclaf, 10 g; NaCl, 10 g; gélose, 12 g; eau, 900 g; ajusté 
a pH 7. La gélose molle utilisée pour les étalements a la méme compo- 
sition mais contient seulement 7 g p. 1000 de gélose. 

Stocks de phages. — Les stocks de phages ont été préparés en 
émulsionnant une plage dans du bouillon en présence d’environ 
107 bactéries/ml. Aprés plusieurs heures d’agitation a 387°, la pré- 
paration est centrifugée et le surnageant filtré. Les préparations ainsi 
obtenues titrent en général 0,5 4 2.10!° particules/ml. 

Etalement des bactériophages. — Pour que le phage } produise des 
plages homogénes, il est nécessaire de le préadsorber sur des bactéries 
indicatrices avant étalement sur gélose. En pratique, 0,1 ml de la 
suspension de phages est ajouté 4 0,25 ml d’une culture de bactéries 
indicatrices ayant terminé leur croissance exponentielle et contenant 
environ 2.10° bactéries/ml. La suspension est maintenue 4 37° pendant 
vingt 4 vingt-cing minutes, puis on ajoute 3 ml de gélose molle et 
le mélange est alors étalé sur la boite de gélose. Pour obtenir des 
plages nettes et pour étre 4 méme de distinguer des plages de types 
différents, il est nécessaire que les boites de Petri aient un fond plat 
et que la couche de gélose soit épaisse de 1 cm environ. 


Les PHENOTYPES DU BACTERIOPHAGE A 


1, — Osrtention. — Le bactériophage 4, produit par les bac- 
téries lysogénes K12 (A), forme sur la souche sensible K12S de 
petites plages d’un trouble homogéne, dont le diamétre est d’en- 
viron 0,5 mm. C'est ce bactériophage que nous appellerons type 
sauvage, car c'est de lui que proviennent la grande majorité des 
divers types de phages utilisés dans ce travail. La plupart d’entre 
eux sont apparus comme mutants spontanés dans des stocks de i 
lype sauvage ou de types mutants déja isolés. D’autres types 
de 2 sont des mutants induits par l’ypérite azotée ou par le 
rayounement ultra-violet aprés traitement, soit des bactéries 
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seules [44], soit des bactéries et des phages [45]. D’autres enfin 
ont été obtenus comme recombinants au cours de croisements. 

2. — CARacTERES PHENOTYPIQUES ETUDIEs. — Les divers types 
obtenus different du type sauvage par un ou plusieurs des carac- 
teres suivants : 

Dimension des plages. — Selon le diamétre des plages qu’ils 
forment, les différents phénotypes peuvent étre classés en petits 
(1/2 4 1 mm), moyens (1 1/2 4 2 mm), ou grands (3 a 4 mm). Ces 
phénotypes, dont plusieurs sont représentés sur la figure 1, 
peuvent en général étre distingués 4 l’examen direct. Leur iden- 
tification peut, en cas de doute, étre précisée par étalement simul- 
tané avec des particules d’un stock connu. 

Aspect des plages. — Celles-ci peuvent étre uniformément 
troubles, comme celles du type sauvage, leur centre seul peut étre 
formé d’un semis de petites colonies entourées d’un anneau clair, 
donnant a la plage un aspect centré. Enfin, les plages peuvent 
étre uniformément claires, parsemées seulement de rares colonies 
microscopiques distribuées au hasard a la surface de la plage. 

Quels que soient la dimension ou l’aspect des plages formées 
par les divers types de i, les bords de ces plages sont, en géné- 
ral, nettement délimités. Un phénotype a cependant été isolé qui 
forme des plages 4 contours flous. 

Pouvoir lysogénisant. — La plupart des phages qui forment 
des plages troubles ou centrées sont, comme le type sauvage, 
capables de lysogéniser les bactéries sensibles. Certains d’entre 
eux cependant sont dépourvus du pouvoir lysogénisant [46]. 
Aucun des phénotypes clairs n’est capable de lysogéniser. 

Pouvoir virulent inducteur. — Les bactériophages 4 du _ type 
sauvage, ainsi que la plupart des mutants de 4, ne peuvent se 
multiplier chez les bactéries lysogénes K12 (A) qui sont rendues 
immunes par la présence du prophage 4. Il en est ainsi, en parti- 
culier, de la grande majorité des mutants clairs. Certains d’entre 
eux, cependant, sont capables de se multiplier chez les bactéries 
lysogénes K12 (i) [6] grace 4 leur pouvoir de déclencher le déve- 
loppement du prophage homologue [43]. Ces mutants seront 
désignés sous le nom de virulents inducteurs (1). 


(1) Dans une « définition de quelques termes relatifs 4 la lyso- 
génie » [417], le caractére tempéré a été défini d’une maniére positive 
comme « la capacité de donner des systemes lysogénes ». Le caractére 
virulent n’a été défini que par opposition au caractére tempéré. On 
voit qu’une définition plus précise serait souhaitable, car il n’est 
manifestement pas possible d’englober sous la méme dénomination 
les mutants troubles non lysogénisants de }, les mutants clairs, les 
yirulents inducteurs et les phages de la série T. 
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3. — Propriitis pes PHAGES 4. — Les principales propriétés du 


type sauvage paraissent, pour la plupart, étre communes a 
ensemble des mutants de 4: méme sensibilité a l’immun-sérum 
anti-. et au rayonnement ultraviolet, méme période latente (qua- 
rante-cing minutes A 37°), méme rendement moyen (80 a 130), 


sauf pour les mutants virulents inducteurs dont le rendement est 


Fic. 1. — Aspect des plages que forment sur K12S le baclériophage ?. et cer- 
tains mulanis. A: type sauvage; B: petit clair; C : petitcentré; D: petit trouble; 
E : moyen trouble & ms; F : moyen clair & ms; G : moyen centré a m;; 
H : phages clairs et phages yirulents inducteurs étalés sur mélange dindica- 
teur. Les plages claires sont formées par les particules viruientes, les plages 
troubles par les phages clairs; 1: grand trouble; J : grand clair; K : erand 
centré; L : plages formées au cours d’un croisement type sauvage X grand 


virulent. La plage en forme de cocarde provient d’une particule diploide 
hétérozygote. ; 
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supérieur (200 4 300). En infection mixte avec le type sauvage, 
la plupart des mutants s’adsorbent et se développent 4 la méme 
vitesse que celui-ci : on retrouve les deux types dans la production 
dans des proportions analogues a celles qui ont servi a l’infection. 
Il n’en est cependant pas de méme des virulents inducteurs qui 
possédent un avantage sélectif. Si l’on infecte des bactéries sen- 
sibles avec un nombre égal de phages du type sauvage et du 
type virulent inducteur, on retrouve dans la descendance 90 p. 100 
de phages du type virulent. Pour obtenir une production égale 
des deux types, il faut infecter par le phage virulent vingt minutes 
aprés l’infection initiale par le type sauvage. D’autres mutants 
de 4 possédent également, quoiqu’A un moindre degré, un avan- 
tage sélectif. 

Enfin, des résultats inédits de Siminovitch indiquent que l’inac- 
tivation thermique des bacteriophages 4 peut varier suivant leur 
phénotype : le type sauvage, en particulier, est plus sensible que 
certains mutants grands. 


RECOMBINAISON GENETIQUE CHEZ LE BACTERIOPHAGE i. 


Lorsque deux bactériophages 4 different par plus d’un carac- 
tere, leur développement simultané dans une méme_bactérie 
aboutit 4 la production des deux types parentaux et de types 
recombinants. Le bactériophage 4 étant un phage tempéré, deux 
techniques de croisement peuvent étre utilisées. D’une part, l’in- 
fection mixte de bactéries sensibles par les deux types de phages 
a croiser. D’autre part, la surinfection, par l’un des types, d’une 
souche lysogéne pour l’autre type, préalablement induite par la 
lumiére ultraviolette. 


InrEcTION mixTe. — L’adsorption du bactériophage 4% est assez 
lente en bouillon. Elle l’est également dans le tampon utilisé. 
Afin que la multiplication de l’ensemble des phages adsorbés 
commence simultanément dans l’ensemble de la population bacté- 
rienne, l’adsorption des phages a croiser est faite en bouillon 
additionné d’un inhibiteur du métabolisme énergétique, le cyanure 
de potassium {18], qui présente également l’avantage de diminuer 
la fréquence de lysogénisation. 


En pratique. — Des bactéries K12S, en fin de croissance exponen- 
tielle (5.108 A 10° bactéries/ml) en bouillon, sont centrifugées, lavées 
et mises en suspension en tampon & une concentration d’environ 
2.108 bactéries/ml. A 0,5 ml de cette suspension bactérienne, on ajoute 
0,1 ml d’un mélange en bouillon des deux phages A croiser, de 
maniére 4 ce que la multiplicité d’infection soit de 10 a 30 particules 
de chaque type, et l’on compléte 4 1 ml avec du bouillon additionné 
de KCN (concentration finale M/250). Aprés vingt minutes d’adsorption 
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\ 87°, le mélange est dilué 10% fois dans du sérum anti-, (temps 0 
de Vexpérience). Aprés trente minutes de séjour a 387°, le tube de 
sérum est dilué 102 fois en bouillon A 87°. A partir de la quatre-vingt- 
dixiéme minute, la lyse est terminée et des échantillons, préalable- 
ment adsorbés sur les bactéries sensibles, sont étalés sur gélose. 

Lorsque l’un des deux phages A croiser présente un avantage sélectif, 
la multiplicité initiale de ce phage ou le moment de son addition, 
sont choisis de manidre que les deux types parentaux apparaissent 
dans la descendance dans des proportions identiques. 


SURINFECTION DE BACTERIES LYSOGENES INDUITES. — On  sait 
qu’aprés induction des bactéries lysogénes par le rayonnement 
ultraviolet, particules surinfectantes et particules issues du pro- 
phage peuvent se multiplier simultanément [43]. Une période de 
vingt minutes environ s’écoule entre le moment de Virradiation et 
celui ott le prophage entre dans la phase végétative. Cette période 
est suffisante pour permettre l’adsorption des particules sur- 
infectantes avant la levée de l’immunité, assurant ainsi le déve- 
loppement simultané des deux types de particules. En ajustant 
de maniére convenable la multiplicité du type surinfectant (de 
3.45 particules pour la plupart des mutants), on obtient dans la 


descendance un nombre égal de particules appartenant a chacun 
des deux types parentaux. 


En pratique. — Les bactéries lysogénes en fin de croissance expo- 
nentielle en bouillon (5.108 a 10° bactéries/ml) sont centrifugées, 
lavées et mises en suspension en tampon & une concentration 
d’environ 2.108 bactéries/ml. Cette suspension est alors exposée a la 
lumiére ultraviolette de maniére & ce que la dose regue soit la plus 
petite qui induise le développement du phage dans plus de 90 p. 100 
de la population (dose optima). Les bactéries irradiées sont diluées 
de moitié en bouillon (temps 0 de l’expérience) et a 0,9 ml de cette 
suspension on ajoute 0,1 ml d’un stock du phage Aa croiser titrant 
de 3 4 5.10° particules/ml. Aprés vingt minutes d’adsorption a 37°, 
le mélange est dilué 10° fois en sérum anti-). La fin de l’expérience 
est réalisée comme précédemment, ]’étalement n’étant effectué qu’aprés 
cent vingt & cent cinquante minutes, car la lyse survient plus tardi- 


vement chez les bactéries lysogénes induites que chez les bactéries 
sensibles infectées. 


GENERALITES SUR LES CROISEMENTS ENTRE PHAGES DIFFERANT PAR 
DEUX CARACTERES. — Un croisement mettant en ceuvre deux 
phages A différant par deux caractéres, a été réalisé suivant les 
deux méthodes qui viennent d’étre décrites. L’un des types 
parentaux forme des plages grandes et claires (g,c), l'autre est le 
type sauvage qui forme des plages petites et troubles (¢+ c+). 
Quelle que soit la méthode utilisée, on trouve dans la descendance, 
outre les types parentaux, des types. recombinants grands et 
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troubles (g,ct), et petits et clairs (g + c), et ces deux types com- 
plémentaires apparaissent en proportions sensiblement éeales 
(tableau I). A 
La fréquence de recombinaison observée, c’est-a-dire le 
rapport « (somme des deux types recombinants/somme des types 
parentaux et des types recombinants) », varie considérable- 
ment suivant la maniére dont le croiserment a été réalisé. Alors 


TasLeau 1. — Exemple de recombinaison entre deux caractéres. 


Méthode de \ Exp. 
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Ce tableau résume les résultats obtenus au cours de plusieurs croisements 
réalisés soit par infection de bactéries sensibles (couplage et répulsion), 
soit par surinfection de bactéries lysogénes préalablement induites par le 
rayonnement U.V. 


qu’elle dépasse 15 p. 100 lorsque le croisement a été fait par 
induction, elle n’atteint que 6 p. 100 dans un croisement par 
infection (tableau I). Il a pu étre démontré que |’accroissement de 
la fréquence de recombinaison que 1]’on observe avec des bactéries 
lysogénes induites est un effet du rayonnement ultraviolet qui 
peut étre également observé dans un croisement par infection, 
aprés irradiation d’un seul ou des deux phages a croiser, ou apres 
irradiation du complexe [410]. 

Pour une méthode donnée, la fréquence de recombinaison 
observée entre deux caractéres donnés est la méme, que le croi- 
sement soit fait par couplage ou par répulsion. On observe 
cependant, d’un jour a l’autre, des fluctuations importantes dans 
les résultats d’un méme croisement réalisé dans des conditions 
identiques. On peut en voir trois exemples dans le tableau I. 


DieLoipes uETEROzycotEs. — Au cours de croisements entre 
les deux phages g,c et g, ct, on observe, outre les types paren- 
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taux el recombinants, de rares plages (de l’ordre de 10—*) qui 
different par leur aspect de chacun des types décrits. Ce sont 
de grandes plages qui présentent un aspect moucheté, avec des 
zones troubles et des zones claires. Ces plages ne sont pas 
formées par des bactéries encore non lysées, car on les retrouve 
méme aprés lyse provoquée par le KCN. Lorsque ces plages sont 
reprises et réétalées, elles provoquent invariablement la formation 
de deux types de plages dont I’un correspond a un type parental 
et autre aA un type recombinant. Des plages analogues appa- 
raissent aussi dans les croisements entre phages a phénotype 
trouble et phages virulents inducteurs. Leur aspect est ici un peu 

différent : c’est un aspect « en cocarde », assez caractéristique, 
* dont une illustration est donnée sur la figure 1 L. 

Ces plages exceptionnelles correspondent vraisemblablement a 
des diploides hétérozygotes partiels, analogues a ceux qui ont été 
observés chez T2 par Hershey et Chase [19] et analysés par 
Levinthal [20]. La faible proportion dans laquelle ces particules 
apparaissent et la difficulté a les reconnaitre dans la plupart des 
croisements n’ont pas permis une analyse quantitative. 


ANALYSE GENETIQUE DE QUELQUES CARACTERES DE i. 


Parmi les mutants de ’ que nous avons isolés, certains différent 
phénotypiquement du type dont ils sont issus par un seul carac- 
tere, d’autres par plus d’un caractére. Les mutants présentant 
le méme phénotype, mais indépendamment obtenus, ont été 
croisés entre eux et croisés au type sauvage afin d’établir s’ils 
différaient de celui-ci par un ou plusieurs caractéres et si leur 
phénotype commun était sous la dépendance d’un méme génotype. 
Les principaux caractéres que nous avons analysés et l’origine 
des mutants qui les possédent sont indiqués dans le tableau II, 
ot l’on voit que les mutants spontanés de 4, qu’ils different phéno- 
typiquement du type original par un ou plusieurs caractéres, en 
different souvent génotypiquement par plusieurs. 

Nous avons choisi comme i’ type sauvage, le phage provenant 
d’une plage de la souche lysogéne K12 (A) Y10 [24]. Les caractéres 
génétiques des différents phénotypes obtenus sont désignés par la 
premiére lettre de ce phénotype, suivie d’un numéro lorsqu’il 
existe différents déterminants non alléliques d’un méme phéno- 
type, ou lorsqu’un phénotype donné est sous la dépendance de 
plusieurs génes. 

La mesure des liaisons existant entre les différents caracteres 
a été réalisée par la méthode de croisement habituelle par 
infection mixte. Les fréquences de recombinaison observées sont, 
comme il l’a été indiqué plus haut, variables d’un jour a l’autre. 
Chaque fois que cela a été possible, les mesures relatives de 
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distance ont été déduites d’expériences réalisées le méme jour. 
Dans les autres cas, on a pris la moyenne de plusieurs expériences 
différentes. Les fréquences de recombinaison observées chez i 
sont, en général, faibles. La méthode de croisement par induction 
(ou irradiation) qui accroit cette fréquence, a permis, dans 
certains cas, de dissocier et de localiser certains caractéres trés 


liés. 


Tasieau Il. — Origine des principaux caractéres étudiés. 


petit 


petit 


petit 
grand 
grand 
grand 
grand 
petit 


moyen 
moyen 


moyen 


petit 


trouble 


trouble 


clair 

centré 
virulent 
trouble 
clair 
trouble flou 


clair 
trouble 


clair 


clair 


Génotype 


CenV3Bos 


c 
1g, Ce, Cen Vo V5 ¥4MoMos 
16, C@,CODV1 ¥oV5%4MoMos 
18; C0%3M05 
164 CeaV3M05e 
fceoVsMo5 


MgB, COoV3Moxe 
178027 3Mo5 


mg 61 Ce aV5M05° 


1p 481 C@aV3Mo5¢ 


Origine 


plage formée aprés induction de 
la souche Y10(A) de Ki2 


plage formée aprés induction d'une 
souche K12(A) prototrophe 

mutant spontané de 1 

mutant spontané de 1 A 

mutant spontané de 11 

recombinant du croisement 11 x 1A 
mutant spontané de 25 


étalement de 1 A sur bactéries 
traitées par l'ypérite azotée 


mutant spontané de 1 A 


mutant obtenu par étalement de 25 
irradié sur bactéries irradiées 


mutant obtenu par étalement de 27 
irradié eur bactéries irradiées 


mutant obtenu par étalement de 27 
drradié sur bactéries irradiées 


Dans ce tableau est indiquée l’origine de certains mutants de ) chez lesquels 
sont apparus les caractéres analysés dans ce travail. Ont été omis de ce 
tableau, les phages dérivés de ceux-ci par mutation ou recombinaison. Le 
génotype indiqué présente les caractéres différents de ceux du type sauvage 
dont la présence a été établie. 


Pour la présentation des résultats expérimentaux, il nous a 
semblé plus simple de considérer successivement les différentes 
classes de phénotypes de 4 que nous avons obtenues, et de décrire 
briévement, pour chacune d’elles, les renseignements fournis par 
l’étude de leur mutabilité et par l’analyse des croisements. De 
ces renseignements seront déduites les conclusions concernant le 
déterminisme génétique des différents phénotypes et les relations 
d’allélisme ou de liaison pouvant exister entre les différents 
facteurs analysés. A la fin de cette étude, on tentera d’établir 
une carte groupant les caractéres génétiques individualisés chez 
le bactériophage i. 


1. — Diwension pes piaces. — Dans les stocks de i type 
sauvage, on peut trouver des mutants grands avec une fréquence 
de l’ordre de 10-*-10—-*. On n’y trouve par contre pas de mutants 
moyens. Dans les stocks des phages grands, on peut trouver 
(quoique ce soit manifestement plus difficile) des phages petits 
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et des phages moyens avec une fréquence comparable. Enfin, i 
est possible d’isoler 4 partir de stocks de phages moyens, des 
mutants petits et des mutants grands. Ces mutations peuvent étre 
représentées par un schéma tel que celui de la figure 2, ot Von 
voit que la mutation pelit—> moyen ne seffectue pas a une 
fréquence comparable a celle des autres mutations. 

Divers mutants différant de 2 sauvage par la dimension de 
leurs plages ont été croisés avec le type sauvage et entre eux. 


7. 


— ————— 
\\) ee ATE OE, GQyretr 


iRE 
SAUVAGE 
GRAND 


MOYEN 


Fic. 2. — Schéma représentant les principales mutations 
affectant la taille des plages. 


Les résultats de ces croisements, qui sont schématisés dans le 
tableau III, peuvent étre résumés de la maniére suivante : 

a) Il existe un grand nombre de loci gouvernant la dimension 
des plages. 

b) A chaque locus considéré individuellement, il existe, soit 
un alléle p (petit) ou m (moyen), capable de rétrécir le diamétre 
des plages, soit un alléle +, capable de déterminer une grande 
plage. Notre type sauvage, cependant, posséde au locus 1 un 
alléle déterminant une plage petite (g,+), mais qui peut muter vers 
Valléle gy. 

c) Lorsque le génotype comprend un alléle petit a un locus 
quelconque (g,+ ou p,), le phénotype est petit. En général, la 
présence d’un quelconque allele m (en Vabsence de tout alléle 
petit) détermine un phénotype moyen. Le phénotype grand n’est 
done exprimé que si le génotype comprend, outre lalléle g 
Palléle + a chacun des autres loci de taille. En d’autres termes, 
tout alléle petit (g f ou p,) est épistatique a tout autre caractére 
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Tasieav III. — Croisements entre mutants différant 
par deux caractéres affectant la dimension des plages. 


" 
parentaux Types recombinants |! B de 
discernables recombinants 


=: 
| 
‘ 
| 
i) 
Leo. 
| 
= 


i 
+ 


° oe 
G@ = génotype 2 P = phénotype 


Expériences effectuées par infection des bactéries sensibles. Comme le plus 
souvent un seul des recombinants peut étre distingué, la fréquence de recom- 
binaison est obtenue en doublant la proportion observée de ce recombinant. 


de dimension. Inversement, tout alléle grand (g, ou +) est hypo- 
statique 4 tout autre caractére de dimension (2). 

A cette régle, il existe une exception. Les phages porteurs du 
géne m, et des alléles g, au locus 1 et + aux loci 4, 5, 6 et 7, 
ont bien un phénotype moyen en présence de Valléle + au 
locus 8, mais ont un phénotype grand en présence de lautre 
alléle mo,. Celui-ci agit done comme un modificateur du géne m,. 
La combinaison m, m,, comme Ja combinaison m} mj, déter- 
mine le phénotype grand. 


(2) Le choix du phage produit par la souche Y10, comme type sau- 
vage, complique la présentation de l’analyse des facteurs gouvernant 
la dimension des plages. Mais ce choix se justifie par le fait que c’est 
ce phage qui est a lVorigine de la plupart des autres phénotypes 
étudiés, et qu’a l'exception de l’alléle g,+, source de confusion, ce 
phage est porteur des alléles + des autres caractéres ¢tudiés. 
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d) Tous les loci prenant part au déterminisme de la dimension 
des plages paraissent disposés sur un méme groupe de haison. 
Les distances relatives de ces loci, exprimées par les fréquences 
moyennes de recombinaison observées, sont indiquées sur la 
figure 3. 


2. — Aspect DES PLAGES. — a) Phénotypes trouble et clair. — 
Dans les stocks du type sauvage et des autres phénotypes 
troubles, on peut trouver des mutants clairs avec une fréquence 
de l’ordre de 10-*-10—*. La mutation inverse, plus difficile a 
reconnaitre, n’a pas été observée. Les croisements entre différents 
phages troubles, de méme que les croisements entre différents 
phages clairs, ne nous ont jamais permis disoler des recom- 


m6 Ms gy M2 (M7)Moz Pa 


at HH CO HH 


3, 1,4 4,5 
7S (ee > a Won 
mae Pet 
SS en ae ee 
———_.  . it nn ee 
Fic. 3. — Représentation schématique des liaisons observées entre les carac- 


léres déterminant la taille des plages. Les chiffres représentent la fréquence de 
recombinaison moyenne observée entre deux paires de caractéres (Somme des 
deux recombinants/somme des parents et des recombinants) X 100. 


binants du type opposé. Nous considérons que les caractéres 
clair (c) et trouble (c+) sont alléliques pour tous les phages 4 que 
nous avons analysés. 

b) Phénotype flou. — Les mutants formant des plages A bord 
flou différent du type sauvage & un seul locus dont les alléles [ 
et f+ déterminent le caractére flou ou net de la plage. Le phéno- 
type flou n’est exprimé que chez les phages porteurs du carac- 
COCR Gz ates 

c) Phénotype centré. — Le phénotype centré est apparu chez un 
mutant spontané isolé d'un stock de i type sauvage dont il 
différait par plusieurs caractéres (tableau IL). Dans les stocks 
préparés a partir de ce mutant 411, on trouvait des plages claires 
dont certaines sont du type clair, d'autres du type virulent. La 
mutation vers trouble, plus difficile & reconnaitre, n’a pas été 
observée. 

On peut démontrer que le phénolype centré est sous la dépen- 
dance de trois génes (tableau IV). Les croisements entre phages 
centrés ct phages troubles ne produisent que des phages ayant 
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les phénotypes des parents. Les croisements entre phages centrés 
ct phages clairs produisent, outre les types parentaux, des 
recombinants troubles, avec une fréquence d’environ 1 p. 100. Ce 
résultat indique que le phénotype centré différe du phénotype 
clair par au moins deux génes dont l’un est le gene c+. 

Un recombinant petit et trouble provenant d’un croisement 
entre un phage grand centré (411) et un phage petit clair (14) a 
été isolé et un stock préparé (croisement 1). Ce recombinant 
sest révélé n’étre pas différent du phage 1A du tableau II. 

Si lon croise un mutant clair du phage grand centré avec le 
type sauvage, on n’obtient que des recombinants petit clair et 
grand trouble (croisement 2). Si lon croise le méme mutant clair 
du grand centré avee un petit trouble type 1A, on obtient, outre 
les recombinants petit clair et grand trouble, des recombinants 
grand centré (croisement 3). Aucun autre phénotype clair en notre 
possession, croisé avec le recombinant type 1A, ne donne de 
recombinants grand centré. Il semblait donc évident qu’outre le 
géne c+, les mutants centrés portent deux génes ce, et ce,, dont 
lun est, dans le croisement 3, apporté par le parent grand clair 
et Pautre par le parent petit trouble. Cette hypothése a été vérifiée 
en croisant 20 recombinants grand trouble du croisement 2 avec 
le recombinant petit trouble du croisement 1. Dans trois de ces 
croisements, on retrouvait des recombinants grand centré (croi- 
sement 4). Ces divers croisements sont résumés schématiquement 
dans le tableau IV. 


TasLeau LV. — Analyse du caractére centré. 


i " 
roisement!! Types parentaux t Types eka ag fréquente {| Types sera pee) rares ~ 
(#5 ea 


+ + 
B\ce,c cep x B,*ce,*ccen® { B ce, *ccen® + B,*ce,c*ce, | Bce,ccen + By ce, *c*ce, 
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grand centré petit clair { grand clair petit centré | grand clair petit trouble 
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grand clair type sauvage Hy grand trouble petit clair |igrand trouble petit clair 
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Bceyccen XxX g,*ce,*e* ce, i ce, *c*ce, + B,*ce,cce, I By ceyc Cen + By Cey CCeD 

it 
grand clair petit trouble || grand trouble petit clair || grand centré petit clair 


d 


* + + it + + Red + 
H Bce,c°Cen” x B,*ce,*c* ce, B,ce,*c*cen oe 8 ce,c ceo | &yceyc ceo + & cey c ceo 
u a 


grand trouble petit trouble! grand centré petit trouble 


“ 
grand trouble petit trouble 
" 


On peut ainsi conclure que le phénotype centré n’est exprimé 
qu’en présence des trois génes ce,, c+ et ce,. Il différe du type 
Sauvage (ce fect ce?) par les deux génes ce, et—ce,, et des 
mutants clairs provenant du type sauvage (ce ~ ¢ cet) par les 
trois génes ce,, ct et ce,. Il ne différe par contre des mutants 
clairs auxquels il donne lui-méme naissance (ce, ¢ ce,) que par 
le génec. 
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Les trois genes ce,, ct et ce, se trouvent localisés dans une 
zone relativement étroite du groupe de liaison (figure 5). Les 
deux premiers ont été séparés par recombinaison, mais iJ n’a 
pas été possible de dissocier les génes c+ et ce, dont la distance 
n’excéde pas 0,1 p. 100. 

L’aspect centré des plages semble exprimer une modification 
du processus de lysogénisation qui aboutit a la formation de 
plages troubles chez les phages tempérés. 

Tous les caractéres affectant l’aspect des plages sont disposés 
sur un méme groupe de liaison. Leur positions relatives sont 
indiquées sur Ja figure 5. 


3. — Pouvorrn viRULENT INDUCTEUR. — Dans les stocks du 
mutant centré 211, on trouve régulicrement 10—* particules du 
mutant virulent inducteur (412). Ce mutant peut étre aisément 
reconnu car il forme des plages sur les bactéries lysogénes 
K12 (a), contrairement au type sauvage et aux autres mutants 
de 4. La mutation vers la virulence est une mutation extrémement 
rare et n’a jamais été retrouvée, ni chez le type sauvage, mi chez 
aucun autre mutant que All ou les types qui en dérivent. Ce fait 
semble déja indiquer que le phénotype virulent doit étre da a 
Veffet cumulatif de plusieurs génes. 

Le mutant virulent 412 isolé a partir de 411 ne semble pas étre 
différent du mutant virulent décrit par E. et J. Lederberg {6} sous 
Je nom de i 2 (8). 

Lorsqu’on croise 212 avec un quelconque phage clair, on 
n’obtient jamais de phages troubles. Ceci permet de conclure que 
un des composants du génotype virulent est un alléle de c et 
par conséquent de c+. En croisant le phage 12, qui forme 
sur K12S des plages grandes et claires, avec le type sauvage, on 
obtient dans la descendance, outre les types parentaux, les 
deux phénotypes recombinants grand trouble et petit clair. Les 
plages petites et claires ont été reprises et analysées pour leur 
capacilé a produire des plages sur K12(a): 36 sur 382, 
soit 10 p. 100 de ces recombinants, ne formaient pas de plages 
sur K12 (a). Ils demeuraient cependant capables de muter vers le 
phénotype virulent & une fréquence d’environ 10—-*. Ils différaient 


(3) Il semble vraisemblable que les prophages portés par différentes 
souches lysogénes d’E. coli K12 puissent étre différents, ne serait-ce 
que par leur capacité & muter vers le type virulent. Le type sauvage 
utilisé dans ce travail provient de la souche Y10 sensible A } virulent, 
alors que Je mutant 4 11 provient d’un stock de 4 ayant pour origine 
une souche de K12 (4) résistante & ) virulent (tableau TH). On sait que 
parmi les mutants de K12 (,) certains deviennent rapidement résistants 
4 A virulent, d’autres ne le deviennent pas. 
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done vraisemblablement de celui-ci par un géne. En croisant ces 
phages avec le mutant 411, on obtient dans la descendance de 2 
& 5.10—~* recombinants virulents. Ces résultats peuvent étre inter- 
prétés par le schéma A de la figure 4 selon lequel le phénotype 
virulent serait déterminé par deux génes v, et v,, v, élant vrai- 
semblablement alléle de ct. 

Les croisements qui viennent d’étre décrits peuvent tre sché- 
matisés de la maniére suivante 


@) Vo VX Bt vet vt —> givetwttgtrwy 
qrand type types fréquents 
virulent sauvage 


+ 81VoVst + 81 + Vet vy 
types raies 
6) 81 VaVit X Bit Vet vy, —> 8 Vet vy +8,t Vo vt 
grand types fréquents 
centré 
+ 81 V4 Vo + 8 Vot wt 
types rares 


La distance v,v, est d’environ 0,5 p. 100. La fréquence de la 
mutation v,+ > v, est environ dix fois plus grande que la 
fréquence de la mutation v,+> v,. 

Le schéma A de la figure 4 apparut rapidement incomplet. 
Parmi les recombinants grand trouble obtenus dans le croise- 
ment a, ce schéma prédit en effet qu’environ 10 p. 100 d’entre 
eux, de génotype g,v,v,+, doivent muter vers la virulence a la 
fréquence caractéristique de la mutation v,+>v,. Parmi 100 recom- 
binants grand trouble analysés, aucun ne mutait vers la virulence. 
Ils ont alors été croisés avec le recombinant complémentaire 
e tv} v, : 9 dentre eux produisaient, dans la descendance, des 
recombinants virulents, confirmant leur constitution génétique 
@,v,v,+. Leur incapacité a muter vers la virulence indiquait la 
présence dans leur génotype d’un troisieme géne v,+, dont 
Valléle v, est nécessaire a l’expression du phénotype viru- 
lent (schéma B, fig. 4). Des croisements mettant en ceuvre, non 
pas le type sauvage 41, mais un autre phage ALA petit et trouble, 
ont confirmé l’existence du géne v,, trés lié a v,, puisque 
la fréquence de recombinaison entre v, et v, est inférieure 
i 1 p. 1000, et vraisemblablement situé, par rapport a v,, de 
l'autre coté de v,. Enfin, des croisements entre phages virulents 
et certains mutants de 4, ont permis de révéler l’existence d’un 
quatriéme géne v,, situé entre g, et v,, dont absence supprime 
expression du phénotype virulent. Le schéma C de la figure 4 
représente les positions relatives des quatre génes, dont le rdle 
dans le déterminisme du caractére virulent inducteur vient d’étre 


déerit. 
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Les mutants virulents du phage % forment des plages sur N12 (4), 
avec la méme efficacité d’étalement que sur K12S. Cette pro- 
priété semble liée a leur pouvoir d’induire le développement 
du prophage 2. Les bactéries K12(4) en voie de croissance ont 
un taux de production spontanée de Vordre de 10—*. La surin- 
fection de ces bactéries par 4 type sauvage n’accroit pas cette 
probabilité de production spontanée. Aprés surinfection par le 
phage virulent v,v,v,v,, cette probabilité s’éléve a 1, c’est-a-dire 
que chaque bactérie devient capable de produire du phage. 
Apres surinfection par un phage porteur du géne v,, mais 
dépourvu de lun ou de plusicurs des autres génes de la série v, 
une bactérie K12(4) sur 50 environ, au lieu de 1 sur 10 000, 


A B 
91 V2 V4 gq Vo Vy V3 


g,* 2 Vy" gi* VF ViVE 


9; V4 V2 Vi V3 


a 


Oy? Var VSG 


Fic. 4 — Schéma explicatif du croisement : type sauvage X grand virulent 
inducleur. Cette représentation purement schématique des loci en jeu ne tient 
pas compte des liaisons. 


produit du phage. Cette propriété confére aux phages por- 
teurs du géne v, le pouvow de former des plages claires sur 
un mélange d’indicateurs composé de bactéries sensibles K1i2S 
et de bactéries immunes K12(ad), perpétuant un prophage 
défectif, (fig. 1H). Tous les phages dépourvus du géne v,, en 
particulier les phages clairs, forment des plages troubles sur 
un tel mélange. On voit done que si le géne v, parait étre allé- 
lique de c+ et de c, il est différent de c et peut étre considéré 
comme constituant un troisiéme alléle au méme locus. 
Le réle des autres génes v,, v, et v, n’a pas été analysé. 

4° Povuvork LysoGéNisanr. — L’analyse génétique du pouvoir 
lysogénisant, qui définit les phages tempérés, n’a encore fourni 
que des résultats tres partiels. L’alléle c+ est un élément essen- 
ticl du phénotype tempéré, car toute mutation c+ —* © s’accom- 
pagne de la perte du pouvoir lysogénisant. Toutefois, certains 
phénotypes troubles possédant le géne e+, en particulier ceux 
qui dérivent du mutant 211 (tableau ID, sont incapables de 
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former des clones lysogénes stables [46]. Dans le croisement 
entre le type sauvage et le mutant grand clair (427) : 


gitet XK gic —> get + atc 
petit grand grand petit 
troubie clair trouble clair 


les recombinants grand trouble g,ct+ ne donnent pas de souches 
lysogénes stables. Si on recroise les deux recombinants 


ger XU e ere 4" gic 
grand petit petit grand 
trouble clair trouble clair 


le pelit trouble ainsi obtenu forme des souches lysogénes et le 
phage produit ne se distingue pas du type sauvage. A partir 
du type sauvage, cependant, on peut obtenir des mutants portant 
le caractére g, (ou un alléle de g,) qui restent capables de lyso- 
eéniser. Les phages issus du mutant 411 semblent donc différer 
du type sauvage par un géne /, proche de g,. Un autre géne, 
situé dans la méme région que p, (fig. 5), semble jouer lui 
aussi un role dans la lysogénisation. On peut avancer 4a. titre 
dhypothése que le géne c+ est indispensable 4 la fixation du 
prophage sur son locus spécifique, et que les deux autres génes, 
situés 4 chaque extrémité du groupe de liaison du phage a sont 
nécessaires & la stabilisation du complexe ainsi formé. I] est 
possible que d’autres génes, dont la présence n’a pas encore été 
reconnue, jouent également un role dans le processus de lyso- 
génisation. 
Ok 


Tous les facteurs généliques reconnus jusqu’ici chez le bacte- 
fa) 

riophage 4 paraissent situés sur un méme groupe de liaison. Is 

semblent étre disposés selon un ordre linéaire que lon a tenté 


Vy 
me (f) ms gy (V4) f — (ma)Cey(m7)V2 C (V5)(Ce2(moz) pa 
3 1 3 2 1 05 3 
Fic 5. — Schéma indiquant les liaisons observées parmi Vensemble des carac- 


téres analysés chez le bactériophage 3. Les chiffres représentent les fréquences 
de recombinaison moyenne observées entre deux paires de caractéres (somme 
des deux recombinants/somme des parents et des recombinants) 100. Les 
symboles entre parenthéses indiquent les caractéres dont la localisation n’a 
pas été déterminée avec précision. 


de représenter sur la figure 5. Les distances indiquées sur cette 
figure correspondent a la fréquence moyenne de recombi- 


670 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


naison (exprimée en pour 100) obtenue au cours de divers cro!- 
sements entre phages différant par deux caracteres.  _ 

A ce sujet. il est important de noter que si l’on croise deux 
a deux des phages différant par deux caractéres choisis parm 
trois facteurs disposés dans l’ordre 1, 2, 3, la fréquence de 
recombinaison entre 1 et 3 est inférieure 4 la somme des fré- 
quences de recombinaison observée d’une part entre 1 et 2 et 
d’autre part entre 2 et 3. Ce résultat, déja obtenu par Doermann 
et Hill [4] avec le phage T4, semblerait indiquer que les proba- 
bilités de recombinaison entre 1 et 2 ou entre 2 et 3 ne sont 
pas indépendantes. On verra dans le second mémoire de cette 
série que cette interférence négative n’est qu’apparente et qu'elle 
est vraisemblablement due au fait que la génétique du bactério- 
phage est en réalité une génétique de population en voie de 
multiplication. 


Discussion. 


Les types mutants étudiés chez le bactériophage % appar- 
tiennent a des classes trés diverses quant aux propriétés du 
lype sauvage qui s’y trouvent modifiées. Les mutations les plus 
étudiées chez les bactériophages T2 et T4, celles qui modifient 
le processus de lyse (caracteére r+) comme celles qui atffectent 
le spectre d’activité (mutants h) ont été recherchées sans succés. 

Les mutants apparus spontanément dans les stocks de 4’ 
different souvent du type parental par plus d’un géne. Plusieurs 
facteurs peuvent jouer dans l’apparition de ces mutants polygé- 
niques. Des mutations non exprimées pourraient s’accumuler 
dans une fraction de la population phagique. C’est ce que l’on 
observe chez certaines souches de bactéries lysogénes K12() ott 
les prophages différent par des caractéres non exprimés. II existe 
également des lignées de phages 2 qui présentent une instabilité 
plus ou moins étendue du systéme génétique. Si l'on réétale des 
plages isolées formées par de telles particules, on constate la 
présence d’un grand nombre de mutants affectant les caractéres 
les plus vari¢s. Aprés un grand nombre de générations, les clones 
formés se stabilisent, mais le type finalement obtenu différe du 
type originel par plusieurs caractéres. Des cas d’instabilité du 
systeme génétique ont été décrits chez T2 [22] et T4 [4}. 

Beaucoup des caractéres génotypiques des mutants du bacté- 
riophage 24 ne sont pas directement exprimés phénotypiquement, 
ce qui complique la caractérisation des mutants et analyse géné- 
lique des croisements. C’est ainsi que certains caracteres affec- 
lant la dimension des plages présentent des phénoménes d’épi- 
stasie. In particulier, le type sauvage posséde le caractére git 
épistatique a tous les autres génes qui affectent la dimension 
des plages, alors qu'il posséde a chacun des autres loci un 
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allele qui, en l’absence du géne g,+, permettrait expression du 
phénotype grand. Tout mutant de taille n’est phénotypiquement 
exprimé que si le géne g,+ a préalablement muté vers g,. En 
l'absence de données sur l’effet physiologique de ces différents 
genes, il est actuellement difficile d’évaluer Vavantage sélectif 
qui correspond 4 la combinaison de toute une série d’alléles 
grand chez un phage ou un prophage qui posséde d’autre part 
un gene gt responsable de la formation de petites plages. 


D’autres caractéres phénotypiques sont sous la dépendance de 
deux ou plusieurs génes, dont chacun séparément est dénué 
(expression phénotypique, ou posséde une expression diffé- 
rente. Ceci explique, en particulier, pourquoi certains mutants 
ne peuvent étre qu’exceptionnellement isolés a partir du type 
sauvage. C’est notamment le cas du phénotype centré qui différe 
du type sauvage par deux génes, et du phénotype virulent induc- 
deur qui en différe par quatre. i 

Tous les caractéres analysés chez le bactériophage 4 se trouvent 
situés sur un méme groupe de liaison. Ceux d’entre eux qui 
gouvernent la dimension des plages sont distribués tout au long 
de ce groupe. Il existe par contre une région relativement étroite 
olt se trouvent localisés les différents génes gouvernant les carac- 
teres trouble, clair, centré, virulent inducteur, tous caractéres qui 
sont, d’une maniére ou d’une autre, en relation avec le pro- 
cessus de lysogénisation. On peut se demander sil ne s’agit pas 
dune spécialisation d’une région du chromosome phagique dont 
un exemple a récemment été analysé par Benzer [28]. 


L’existence d’un seul groupe de liaison a été également établi 
par Murphy dans le cas d’un bactériophage tempéré de Bacillus 
megatherium [8]. Comme dans le cas du bactériophage i, les fré- 
quences de recombinaison observées par cet auteur pour les fac- 
teurs les plus distants étaient relativement faibles, n’excédant 
pas 10 p. 100. Chez les gros bactériophages virulents, au 
contraire, les fréquences de recombinaison observées, méme entre 
facteurs liés, sont beaucoup plus élevées. Il sera montré dans 
un mémoire ultéricur [9] que cette différence reléve non pas de 
la structure du matériel génétique de ces deux classes de phages, 
mais du nombre de cycles de conjugaison que les particules 
végétatives subissent avant leur maturation. Il se pourrait que 
la simplicité relative de Vappareil génétique et du mécanisme 
de la recombinaison soit un caractére général des bactériophages 
tempérés. 


CONCLUSIONS. 


1° Plusieurs mutants du bactériophage % ont été isolés, qui 
different du type sauvage par la dimension ou par l’aspect de 
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leurs plages, par leur caractére virulent inducteur, ou encore par 
leur pouvoir de lysogénisation. 

2° La recombinaison entre deux phages 4 différant par au 
moins deux caractéres peut étre réalisée, soit par infection 
simultanée des bactéries avec les deux types de phages, soit par 
surinfection avec l’un des types, de bactéries lysogénes perpé- 
tuant Vautre type et préalablement induites par le rayonne- 
ment U.V. Entre deux caractéres donnés, la fréquence de 
vecombinaison est trois A quatre fois plus élevée aprés surin- 
fection des bactéries lysogénes induites qu’aprés infection simul- 
lanée des bactéries sensibles. Ce résultat semble étre dit 
i laction du rayonnement U. V. 

3° La méme fréquence de recombinaison est observée, que les 
croisements soient réalisés par couplage ou par répulsion. 
Lorsque les productions de trés nombreuses bactéries sont 
analysées, les recombinants complémentaires apparaissent géneé- 
ralement en proportions analogues. 

4° Des particules hétérozygotes pour les deux caractéres clair 
et trouble ou virulent et trouble ont été trouvées qui segrégent 
un parent et un recombinant. Leur fréquence est trop faible pour 
permettre une analyse quantitative. 

5° La dimension des plages est déterminée par un grand 
nombre de loci. Tout se passe comme si 4 chaque locus existait 
un alléle déterminant le caractére petit ou moyen et un autre 
alléle capable de déterminer le caractére grand. En régle géné- 
rale, tout facteur petit est épistatique aux facteurs moyens et 
grands et tout facteur grand est hypostatique aux facteurs petits 
et moyens. 

6° Les mutants formant des plages claires different du type 
sauvage par un seul géne c. De méme, les mutants formant des 
plages a bord flou different du type sauvage par un seul géne f. 
L’aspect centré des plages formées par certains mutants n’est 
exprimé qu’en présence du géne c+. Les phages qui forment 
des plages centrées different du type sauvage par deux génes ce, 
el ces. 

7° Les phages possédant le caractére virulent inducteur 
different du type sauvage par 4 génes v,, v,, v, et v, dont 
l’un (v,) semble étre un alléle de c et de ct. 

8° Pour élre capables de lysogéniser les bactéries sensibles, les 
bactériophages 4 doivent posséder l’alléle c+. D’autres genes 
semblent joucr un role dans la stabilité du complexe “tyso- 
gene. 

9° Tous les facteurs généliques reconnus chez le bac- 
ens } paraissent situés sur un méme groupe de 
laison, 
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ETUDE GENETIQUE D’'UN BACTERIOPHAGE TEMPERE 
D'ESCHERICHIA COLI. 


il. — MECANISME DE LA RECOMBINAISON GENETIQUE (°) 


par E.-L. WOLLMAN et F. JACOB (**.) 


(Service de Physiologie microbienne. Institut Pasteur.) 


INTRODUCTION. 


L’analyse génétique d’un certain nombre de caractéres du 
bactériophage 2% a fait Vobjet d’un premier mémoire [4]. Les 
renseignements apportés par cette analyse permettent d’aborder 
l'étude du mécanisme de la recombinaison génétique chez ce 
bactériophage tempéré. 

Les expériences réalisées avec les. gros phages virulents T2 [2] 
et T4 [8] ont conduit a la conclusion que la recombinaison géné- 
tique chez ces bactériophages s’eflectue entre particules végéta- 
lives en voie de multiplication et que, par conséquent, la 
recombinaison génétique chez les bactériophages est un cas 
particulier de génétique de populations. Une théorie générale 
permettant de rendre compte de l'ensemble des résultats obtenus 
avec T2 et T4 a été formulée par Visconti et Delbrtick [4]. 
Cette théorie peut étre résumée de la maniére suivante. Les par- 
licules parentales, devenues végétatives aprés pénétration dans 
les bactéries sensibles, se multiplient et deviennent susceptibles 
de s’apparier. Ces appariements, au cours desquels peuvent 
s échanger des segments génétiques, ont leu de fagon répétée 
au cours de la phase végétative et s’effectuent au hasard quant 
au temps et quant au partenaire. Vers le milieu de la période 
latente, la multiplication est compensée par la maturation qui 
aftecte au hasard les particules végétalives. La maturation est 
irréversible ct toute particule infectieuse formée ne prend plus 
part a la multiplication. Ainsi est maintenu jusqu’a la lyse un 
« réservoir » (pool) constant de particules végétatives en voie 


(*) Travail effectué avee Vaide d’une subyention du National Cancer 
Institute of the National Institutes of Health des Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 2 septembre 1954. 
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de multiplication et de conjugaison, tandis qu’augmente régulic- 
rement le nombre de particules mtres, devenues inertes. 

Cette théorie repose sur un certain nombre de résultats expéri- 
mentaux obtenus avec les phages T2 et T4 : 1° l’augmentation, 
en fonction du temps, de la proportion des recombinants 
obtenus [3]; 2° l’existence, parmi les phages libérés par des 
bactéries infectées avec trois types de phages différant par trois 
caractéres, de particules possédant un caractére de chacun des 
parents [5]; 3° enfin, dans les croisements mettant en jeu deux 
phages différant par trois paires d’alléles, un excés de recom- 
binants doubles qui réalise une interférence négative apparente. 
Si, en effet, les occasions d’appariement sont réparties au hasard 
parmi les particules végétatives, selon une distribution de 
Poisson, la population de phages libérée sera hétérogéne quant 
au nombre de conjugaisons subies par chaque particule. 

Beaucoup des résultats obtenus avec le bactériophage i 
paraissent analogues a ceux déja observés avec les gros phages 
virulents T2 et T4. Dans ce mémoire, nous nous proposons de 
résumer tout d’abord les principaux points qui paraissent 
communs aux divers systemes et notamment d’interpréter les 
résultats obtenus chez % 4 la lumiére de la théorie de Visconti 
et Delbriick. Nous insisterons plus longuement sur les aspects 
de Ja recombinaison qui paraissent plus particuliers a % et qui 
sont peut-étre le propre des bactériophages tempérés. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Les caractéres du bactériophage } utilisés pour ce travail, les souches 
et les techniques de croisement ont été décrits dans un mémoire 
précédent [4]. 

Pour les expériences mettant en ceuvre des phages différant par trois 
caractéres, nous avons surtout utilisé les caractéres m,, ce, et c. Dans 
les croisements entre deux phages } différant par ces trois caractéres 
(et possédant tous deux le géne ce,), par exemple m,ce,+tcexm,+ce,ct, 
on peut aisément identifier, par la seule inspection des plages, les 
deux phénotypes parentaux et quatre phénotypes recombinants (fig. 1) 
sur six. Ne peuvent étre distinguées, d’une part, les plages formées 
par Jes deux recombinants m,+ce,c et m,+ce,+c, et d’autre part, 
celles formées par le parent m,ce,+c et le double recombinant m,ce,c. 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° ASPECT GENERAL DE LA RECOMBINAISON GENETIQUE CHEZ LE 
BACTERIOPHAGE A. — La recombinaison du bactériophage 4 est 
un processus dynamique qui évolue au cours de la_ période 
latente. Cette évolution apparait clairement lorsqu’on examine, 
en fonction du temps, la population de bactériophages mius 
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contenus dans les bactéries. Les résultats d’une telle expérience 
sont présentés sur le tableau I. On voit que des particules de 
types recombinants sont déja présentes lors de l’apparition des 
premiers phages murs et que leur proportion augmente régu- 
ligrement jusqu’é doubler au moment de la lyse bactérienne. 
L’analyse, au cours d’un tel croisement, des productions indi- 
viduelles de bactériophages par des bactéries isolées, montre que 
la plupart des bactéries libérent, outre une majorité de types 
parentaux, quelques particules de types recombinants (tableau II). 


Fic. 14. — Plages formées sur K12S pir la descendance du croisement 
ms tceyct K mscey tc. 4 = grand centré (m;t+ce,;ct+); 2= moyen clair (m;.c) ; 

= grand clair (ms+. c); 4= moyen trouble (m,ce;tct+); 5= moyen centré 
(m;ce,c+); 6 = grand trouble (m; +ce;, +e+). 


Ce résultat démontre que Ja faible proportion de recombinants 
observée dans la totalité de la population de phages libérés est 
la conséquence de nombreux échanges génétiques survenus tar- 
divement dans la plupart des bactéries et non pas d’échanges 
rares et précoces survenant chez quelques bactéries. ' 
L’expérience représentée sur le tableau IL permet également 
de constater que, tandis que dans la population totale de phages 
libérés par la masse des bactéries les types recombinants com- 
plémentaires apparaissent en proportions sensiblement égales, 
dans les productions individuelles cette corrélation n’apparail 
pas. La figure 2, qui représente la distribution des types recom- 
binants complémentaires obtenus au cours de plusieurs expeé- 
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TasLeau 1. — Augmentation de la proportion des recombinants 
en fonction du temps. 
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Des bactéries sensibles K12S sont infectées en présence de KCN avec des pro- 
portions égales de phages mstce,ct+t et m,ceytc. Apres vingt minutes d’ad- 
sorption a 37°, les bactéries sont lavées, mises en suspension en tampon et 
diluées dans du sérum anti-phage (temps 0). Aprés quinze minutes, la suspen- 
sion est diluée en bouillon. A des temps variables de la période latente, des 
échantillons sont dilués en bouillon KCN M/200 et, aprés trente minutes a 37°, 
dilués et étalés sur gélose. La derniére colonne représente la proportion totale 
(°/.) des recombinants m,+.c, msceyct+t, msceyte + et mstce,te + que l'on 
peut reconnaitre. 


Fic. 2. — Diagramme de corrélation entre recombinants complémentaires. 
Distribution, parmi les productions individuelles, des recombinants complé- 
mentaires m;+.c et m;.c+ au cours de croisements mettant en muyre des mul- 
tiplicités égales de phages m;+ce,ct+ et m;ce,tc. 
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TastnAu Il. — Productions individuelles de bactéries infectées 
avec des proportions égales de phages m;+ ce,ct et m,ce,tc. 


Hombre total de tubes .....ccccccccccccccccsccccccssccces 189 

Nombre de tubes contenant du phage .....-sceeesyeeererece 46 

Nombre de tubes estimés contenir plus d'une bactérie 
productrice, d'aprés la distribution de Poisson ....... <7 
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Total 2817 


Des bactéries sensibles sont infectées avec des proportions égales de phages 
en présence de KCN. Aprés vingt minutes d’adsorptien a 37°, la suspension est 
diluée dans du sérum spécifique anti-phage. Aprés vingt-minutes, la suspen- 
sionest diluée en bouillon et distribuée en tubes, de maniére a obtenir environ 
une bactérie pour 3 4 4 tubes. A la centiéme minute, le contenu de chaque 
tube, préadsorbé sur des bactéries indicatrices, est étalé sur gélose. 


riences de productions individuelles, exprime cette absence de 
corrélation. 

Enfin, au cours des croisements entre deux phages différant 
par trois caractéres (tableau IL), on constate que Ja proportion 
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des recombinants doubles est toujours supérieure a celle que 
permettraient de calculer les fréquences des recombinants simples 
dans le cas d’un arrangement linéaire ot les recombinaisons au 
niveau des deux régions considérées seraient statistiquement 
indépendantes. 

L’ensemble de ces résultats est analogue a ce qui a déja été 
observé avec les phages T2 et T4. Il parait donc justifié de 
rechercher dans quelle mesure la théorie de Visconti et Delbriick 
peut étre appliquée a la recombinaison du bactériophage i. 


2° Les CYCLES DE consuGAIsSoN. — La théorie de Visconti et 
Delbriick utilise deux paramétres, & savoir le nombre moyen m 
de cycles de conjugaison que chaque particule libérée a subi 
au cours de la multiplication végétative, et la probabilité 
de recombinaison p entre deux caractéres donnés. La _ fré- 
quence rap de recombinaison observée entre deux caractéres 
a et b (Somme des deux recombinants/somme des deux parents 
et des deux recombinants) est liée 4 ces deux paramétres par la 
formule 
ir 6) POR, 
2 


(1) 


/ 


Tab = 


Chez le bactériophage T2 ot il existe plusieurs groupes de 
liaison, la probabilité pay de recombinaison entre deux carac- 
teres non hés est considérée comme étant de 0,5. A partir des 
valeurs expérimentales de rgs, il est ainsi possible de calculer m 
que Visconti et Delbriick ont estimé étre voisin de 5. 

Lorsque les caractéres sont silués sur un méme groupe de 
liaison, comme dans le cas de A, les deux valeurs p et m sont 
inconnues. On peut cependant estimer la valeur de m si lon 
admet, d’une part, que la recombinaison se fait sans interférence, 
hypothése qui parait vérifiée dans le cas de T2 [4] et de T4 [3], 
et, d’autre part, que la principale cause d’hétérogénéité entrai- 
nant un excés de recombinants doubles est bien la distribution 
au hasard des occasions de conjugaison parmi les particules. 
S’il n’y a pas d’interférence, les probabilités de recombinaison 
deux a deux entre trois caractéres liés et disposés dans l’ordre 1, 
2, 3 sont unies par la relation générale [6] : 


Pis = Piz + Po3 — 2 Pyo*Pos (2) 


qui devient, lorsqu’on multiplie par m tous les termes de I’équa- 
tion [2] : 


4 
MP43 = MPa + MP3 — Fr 2 MPyy-M Pag (3) 
dot: 
aes MPyy-_ MPy3 . (4) 


Tpit MPe3 > Etpis 
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Les trois valeurs mp,,, mpz, et mp,,; peuvent étre calculées 
a partir des valeurs expérimentales r,,, r.5 et Ty grace 4 la for- 
mule [4]. Dans le tableau IV sont représentées les valeurs r 
expérimentales et les valeurs m calculées au cours de plusieurs 
expériences. On voit que le nombre moyen de conjugaisons par 
particule peut étre estimé compris entre 0,5 et 0,8. 


Tasteau 1V. — Fréquences de recombinaison observées 
dans des séries de trois caractéres. 


Séries de caractéres Fréquences de recombinaison 


1 t 
! ' 
1 i] 
| ~--------------------------~------- H ra 
1 2 3 : 
Peau eae Saat. Tis) ot 
! ' ' 1 
eee rc ha ne a a a Oe et nena mete oe mB ree ee cece ns Oe a) | a ae ne ae es ae co 
H ' H H 
8) ce, c 0,052 0,017 0,061 0,54 
" " " 1 0,062 |! 0,019 $+ 0,073 ! 0,68 
' ' ' t 
ema! Soy a ae ee Ene PE a Np ee a ee i aA 
6} c | 0,04 i 0,065 $+ 0,082 } 0,74 
' ‘ t 
n n n 1 09,035 !$ 0,058 $ 0,073 ' 0,54 
H H ce wae ete eller) 
SS ee De re ce eh ee an ee oh ne as: Tr 
H H H H 
ms c Pyar Oj0ek 4) Po,05t 4 010201 0,75 
' ‘ 1 
SP siage ay ST aati es FNC a er a ET 
H ' H 127 | 0,72 
ig [o} Py H 0,118 ! 0,038 oO, ’ 
Se ae ae SRS Bs Ss a AOD Me SPOR sa wo ae Fe St pe ote sh att 1 ae A eden 
H ' ' H 
& e Pg} 0,07 =f 0,088 | 0,096 | 0,84 
sencinac Ele es ee 
1! t ' ' 
Ms coh Cs) 0,024 0,075 0,081 0,46 


Pour chaque série de trois caractéres disposés dans l’ordre |, 2, 3, les fréquences 
de recombinaison 74,, 793 et 43 sont déterminées 4 partir de trois croisements, 
effectués au cours de la méme expérience, entre des phages différant deux a 
deux par deux de ces caractéres. Les valeurs r sont obtenues en additionnant 
les proportions des deux recombinants complémentaires lorsque ceux-ci 
peuvent tous deux étre distingués, ou en doublant la proportion d’un recom- 
binant lorsqu’un seul des deux recombinants peut étre distingué, Les valeurs 
m sont calculées d’aprés l’équation (4) du texte. 


Les mémes hypothéses permettent de calculer m a partir de 
l’excés de recombinants doubles observés dans les croisements 
entre phages différant par trois caractéres. Désignons ces phages 
par abe et ABC. Soit rag la proportion trouvée des deux recom- 
binants complémentaires entre les caractéres a et B (aB + Ab), 
roc celle entre b et C et rape celle des recombinants doubles. 
Si le produit mp est petit, on peut simplifier la formule [4] et 
écrire : 

M42 = 2% (6) 
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Dans le croisement entre phages différant par trois carac- 
teres abe et ABC, on peut écrire que : 
MpPy9 ro (TaB aa TaBe) 


MPp93 = 2 (roc + YaBe) 
Mp3 = 4 YaBe- 


En substituant ces valeurs dans la formule [4], on obtient : 


(rap + PaBe) (Too + TaBe) | 
TaBe 


a2 (7) 

Les valeurs expérimentales trouvées dans les croisements entre 
phages différant par trois caractéres offrent done la possibilité 
d’estimer m. Sur le tableau III ot sont représentés les résultats 
expérimentaux et les valeurs de m trouvées au cours de plu- 
sieurs expériences, on voit que, comme précédemment, les valeurs 
de m paraissent voisines de 0,5-0,8. 

Il faut insister sur le fait que l’estimation du nombre moyen 
de conjugaisons par particule de phage libéré n’est valable que 
si l’on admet qu'il n’y a pas d’interférence. On peut cependant 
ajouter que les valeurs ainsi trouvées sont compatibles avec la 
valeur limite imposée par la plus grande fréquence observée 
entre les deux caractéres connus les plus éloignés l’un de |’autre. 
En admettant, en effet, que la distance entre les deux carac- 
teres m, et p, est suffisamment grande pour qu’ils se comportent 
comme deux caractéres non liés (p = 0,5), on peut, a partir de 
la valeur expérimentale rm,p, = 0,18, calculer une valeur limite 
de m en utilisant la formule [4] : 


4 —e —m. 05 


0,13 = — 
ce qui donne m‘= 0,6. 

En conclusion, les résultats obtenus par l’étude génétique du 
bactériophage 4 semblent compatibles avec la théorie de Visconti 
et Delbriick. Le nombre moyen de conjugaisons par particule de 
phage serait, selon cette théorie, dix fois plus petit chez 4 que 
chez T2, alors que le nombre de replications des particules végé- 
tatives est sensiblement du méme ordre de grandeur dans les 
deux systémes. 

Il faut noter que ce petit nombre de cycles de conjugaison 
semble pouvoir expliquer les fluctuations de la fréquence de 
recombinaison entre deux caractéres donnés observés d’une 
expérience a ]’autre. L’examen de la formule [4] montre, en effet, 
que pour une valeur donnée de p, de petites modifications de m 
sont insuffisantes pour changer notablement les valeurs de r, 
lorsque m est relativement élevé comme chez T2. Si, au contraire, 
m est petit comme chez i, des changements de m peuvent modifier 
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sensiblement la valeur de r. Les expériences rapportées sur les 
tableaux HI et IV montrent que les valeurs calculées de m sont 
d’autant plus élevées que les fréquences de recombinaison r 
trouvées expérimentalement sont plus grandes. I] se pourrait que 
le nombre moyen des cycles de conjugaison puisse, d’une expé- 
rience a l’autre, subir des fluctuations suivant l’état des bactéries, 
la composition du milieu de culture, etc. 


3° L’EVENEMENT-RECOMBINAISON. — Lorsque des bactéries sont 
infectées avec des proportions trés inégales de deux types de 
phage, toute recombinaison du parent minoritaire P,, a les plus 
grandes chances de s’effectuer avec le parent majoritaire Py. 
De méme, les recombinants R ainsi formés s’apparieront le plus 
fréquemment avec Py, ce qui ne modifiera pas qualitativement 
la constitution génétique de la population. Lorsque le nombre 
moyen des conjugaisons subies par chaque particule de phage 
est élevé, comme dans le cas de T2 de de T4, la population de 
phages libérée par la lyse bactérienne est le résultat d’un nombre 
considérable d’événements-recombinaisons. Lorsque le nombre 
moyen des conjugaisons est faible, on contraire, on peut espérer 
que dans certains cas exceptionnels, le nombre des événements 
qui aura affecté la population végétative pourra étre suffisamment 
petit et pourra survenir suffisamment tot au cours de la multipli- 
cation pour que l’on puisse obtenir des renseignements sur le 
mécanisme qui préside a la recombinaison entre deux particules 
végétatives. 

Pour linterprétation de telles expériences, il est nécessaire de 
connaitre tout d’abord le nombre des particules qui, dans une 
bactérie, peuvent prendre part a4 la multiplication du phage, 
lorsque l’infection est réalisée avec un grand nombre de particules. 
Ce type d’expériences et de calculs a déja été réalisé avec le bac- 
tériophage T2 par Dulbecco [7] qui a montré que la participation 
des particules infectantes 4 la multiplication était limitée et ne 
dépassait pas 8 a 10 en moyenne par bactérie. Cette valeur parait 
étre une limite inférieure car dans les expériences de Dulbecco, 
les bactéries étaient infectées en milieu nutritif ce qui n’empéchait 
pas l’effet d’exclusion par surinfection [8]. 


Le principe de ces expériences consiste a infecter des bactéries avec 
des proportions variables de deux bactériophages génétiquement 
marqués et 4 rechercher la fraction des productions individuelles qui 
ne contiennent que le parent majoritaire. Si le nombre moyen des 
particules de chaque type est suffisamment élevé pour que chaque 
bactérie ait adsorbé plus de 4 particules de chaque type, la seule 
restriction apportée a la production simultanée des deux types par 
chaque bactérie sera due a la participation limitée des particules a la 
multiplication du phage. Le bactériophage 4 est un matériel parti- 
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culigrement favorable pour la réalisation de telles expériences, car les 
bactéries en fin de croissance exponentielle peuvent étre infectees par 
80 ou 100 particules sans qu’on observe de lyse du dehors. felt 

Nous avons utilisé un mode de calcul di a A. Novick, un peu diffe- 
rent de celui employé par Dulbecco. Soient n la multiplicité d’infec- 
tion de lun des phages a, m celle de l'autre phage b, N la 
somme n + m et K le nombre des particules prenant part a la multi- 
plication. Désignons par r le rapport n/N et par 1—r le rapport m/|N. 
La fraction F des bactéries ayant adsorbé K phages ou plus est 


Dans cette fraction, la probabilité pour que toutes les particules 
prenant part 4 la multiplication chez une bactérie soient du type a 
est rK et pour qu’ils soient tous du type b est (1—vr)K. La fraction 
des bactéries produisant un seul type de phage du fait de la participa- 
tion limitée des particules sera 


x=K—1 ie ‘ 
. ae K RRS oD) 
Po lim = i_™ =i" x Pee J 
keel a a ae 
5 
el INS a, 
SiN »K, on peut admettre que MS, por 0. Don 
x= 0 
Po lim = r& + (4 oa rk (10) 
qui pour les petites valeurs de r devient : 
Po tim = (4 — r)K. (14) 


Sur le tableau V sont représentés les résullats de plusieurs expé- 
riences au cours desquelles les bactéries ont été infectées, en 
présence de KCN, avec des proportions variables de deux bac- 
tériophages et les productions individuelles analysées. On voit 
que le nombre moyen des particules prenant part a la multipli- 
cation du phage est relativement faible et peut étre estimé étre 
voisin de 6 4 7 par bactérie. 

Une fois ce résultat connu, on peut tenter d’analyser la distri- 
bution des recombinants dans les productions individuelles de 
bactéries infectées avec des proportions trés inégales de deux 
types de phages. Les résultats d’une telle expérience sont 
rapportés sur le tableau VI, ot sont exclusivement considérées les 
bactéries ayant libéré des particules issues des deux parents. Ce 
qui frappe, dés l’examen du tableau VI, c’est l’extréme hétéro- 
généité de ces productions individuelles qui ont été arbitrairement 
réparties en 4 classes. La classe A comprend les bactéries qui 
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liberent les deux types parentaux, mais pas de recombinants. 
Dans la classe B, qui comprend la majorité des cas, les bactéries 
libsrent les deux types parentaux et des types recombinants en 
proportions variables, mais inférieures 4 celle du parent minori- 
taire. Deux de ces hactéries n’ont libéré qu’un seul des deux 
recombinants complémentaires les plus fréquents. Dans la 
classe C, le parent minoritaire apparait en proportions inféricures 
a celle d’un au moins des recombinants et, le plus souvent, des 
deux. Enfin, la classe D comprend les bactéries qui libérent exclu- 
sivement le parent majoritaire et un recombinant. 


TarLtEau V. — Nombre moyen de particules prenant part. 
dans une bactérie a la multiplication du bactériophage }. 


: ‘ apt { Nombre { Hombre de | Nombre de ! : 

Rt m Hee Oe ler: total ! tabes con~ 1 tubes con- 1 P, 1 

: - ; 1 dae tubes | tenant du | tenant un } i 

Bovis H H H | Phage ; Seul type | H 

i Fe pi toes mamma =, co tar ciigegt eeceocomoene ; eee eescoeeces t eres eemecmae H eceneece t 

13 19 0,44 0,66 188 H 4? ‘ 3 ' 0,044 ! 

‘ 1 1 4 

53 t 15,8 { 0,37 H 0,63 i 201 t 49 t 4 t 0,082 { 

13 | 38 | 0,85 | 0,75 | gas | 64 i 2 1 0,109 | 
t o 4 ‘ a 4 1 

e {03,5 | 0,10 { 0,s0 $ ee {| 8 { sa | 0,56 ' 

8 6 ! 1! 

6,5} 49,6 0,12 t 0,88 i 207 t 62 H a1 t 0,41 |} 

r ' 

a 6 r] 4 t ' 1 


Résultats d’expériences de productions individuelles par des bactéries infectées 
avec des proportions variables de phages m, + ce,c + et msce, +c. Les valeurs 
K sont calculées d’aprés la formule (10) du texte. 


Sur un total de 4 expériences de ce type, les productions indi- 
viduelles de 148 bactéries libérant des particules issues des deux 
types parentaux ont été analysées. Parmi ces bactéries, 6 p. 100 
correspondaient a4 la classe A, 81 p. 100 a la classe B, 11 p. 100 a 
la classe C et 2 p. 100 a la classe D. Une autre expérience réalisée 
dans les mémes conditions a toutefois donné des résultats trés 
différents, les productions individuelles de la classe C repré- 
sentant plus de 80 p. 100 des productions mixtes. 

Ces expériences confirment l’absence déja observée de corré- 
Jation entre recombinants complémentaires. Elles permettent, en 
outre, d’étudier la variation d’une expression, peut-étre signifi- 
eative, de l’événement-recombinaison, le rapport d indiquant 
comment un caractére apporté par le parent minoritaire est dis- 
tribué entre celui-ci et les recombinants. Dans les deux derniéres 
colonnes du tableau VI, sont rapportées, pour chaque production 
individuelle, les valeurs des rapports d,=mt (P,,/R) et d,=ct 
(Pm/R). La variabilité de d, et d, peut ressortir de mécanismes 
divers. Elle pourrait, en particulier, refléter les erreurs d’échan- 
tillonnage que représente la maturation au hasard des particules 
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Tasteau VI. — Productions individuelles de bactéries infectées 
avec des proportions inégales de phages. 


Hombre moyen de phages mg "cei" adsordés/bactérie ....cececccecces 
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Des bactéries sensibles sont infectées avec des proportions inégales de phages 
mytceyct et m;ce;tc. Aprés adsorption, les phages libres sont neutra- 
lisés par du sérum spécifique anti-phage. La suspension est alors diluée et 


distribuse en tubes de maniére & obtenir une bactérie pour 3 ou 4 tubes. 


végélatives. Cependant, les productions individuelles de la classe C 
et surtout de la classe D peuvent difficilement étre interprétées 
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de cette maniére, 4 moins d’admettre que le « réservoir » de 
particules végétatives ne soit trés petit. 

Il est possible également que les valeurs de d, et d, puissent, 
du moins dans les cas extrémes, exprimer le moment du premier 
événement-recombinaison affectant, dans une bactérie, une parti- 
cule Pm au cours de Ja multiplication. Il est bien évident, en 
effet, que chez les bactéries infectées avec des proportions trés 
inégales de types parentaux, on observera des clones de recom- 
binants d’autant plus importants que la premiére conjugaison 
d’une particule minoritaire sera survenue plus tot. I] entre mal- 
heureusement dans |’évaluation d’une telle hypothése un certain 
nombre de paramétres sur lesquels on ne posséde encore actuel- 
lement que des données insuffisantes, notamment l’importance du 
« réservoir » de particules végétatives et la variation de la proba- 
bilité de conjugaison par particule végétative au cours de la mul- 
tiplication jusqu’a létablissement du « réservoir ». Quoique 
cette hypothése ne soit pas encore susceptible de vérification 
expérimentale, elle permettrait le mieux 4 notre sens, de rendre 
compte des productions individuelles de la classe D ow existent 
des clones de recombinants et d’ot le type parental minoritaire a 
disparu. 

Discussion. 


La théorie générale formulée par Visconti et Delbriick 4 partir 
des résultats obtenus avec les pages T2 et T4 permet également 
de rendre compte, dans leurs grandes lignes, des faits observés 
dans ]’étude du phage 2. La principale différence entre les deux 
systémes réside dans la constatation que le nombre de cycles de 
conjugaison trouvé chez A (0,5 a 0,8) est plus petit que chez T2 
(5 a 7). Il est possible que ce soit la une propriété des bactério- 
phages tempérés car les résultats rapportés par Murphy [9] chez 
B. megatherium indiquent qu'il n’y a pas plus de 0,5 cycles de 
conjugaison en moyenne. 

L’existence de particules diploides hétérozygotes, démontrée 
par Hershey et Chase [5], ne trouve pas d’interprétation satis- 
faisante dans le schéma de Visconti et Delbriick. Etudiant la 
structure de ces hétérozygotes, Levinthal [40] a constaté que, 
dans les croisements entre deux phages T2 différant par trois 
caractéres ABC, les hétérozygotes pour le caractére médian B 
étaient recombinants pour les deux caractéres extrémes A et C. 
Cette observation a conduit Levinthal 4 proposer, pour la recom- 
binaison du bactériophage T2, un nouveau schéma qui implique 
deux hypothéses principales. D’une part, les processus de mul- 
tiplication et de recombinaison ne seraient pas indépendants, 
la recombinaison s’effectuant entre particules en voie de repli- 
cation. D’autre part, les hétérozygotes constitueraient la source 
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de l’ensemble des recombinants formés au cours d’un crot- 
sement. Dans le modéle suggéré par Levinthal, deux particules 
végélatives en cours de replication s’apparient, les deux répliques 
partiellement formées se réunissant pour constituer un hétéro- 
zygote qui ségrégera un type parental et un type recombinant. 
Un tel schéma implique donc le maintien en tant que telles des 
deux particules parentales et la formation d’un seul recombinant. 

L’étude de la recombinaison chez les bactériophages est, au 
premier chef, un probléme de génétique de population. Le pro- 
cessus élémentaire de recombinaison entre deux particules est de 
ce fait obscurci et difficile 4 saisir. Le schéma proposé par 
Levinthal et les résultats obltenus avec le bactériophage 4 
conduisent cependant a poser le probléme, ne serait-ce qu’en 
termes trés généraux. Lorsqu’il y a recombinaison entre deux par- 
ticules végétatives, y a-t-il conservation ou disparition des deux 
types parentaux ? La recombinaison a-t-elle pour conséquence la 
formation de deux types recombinants complémentaires ou d’un 
seul recombinant? En d’autres termes, le produit d’un événe- 
ment-recombinaison est-il constitué par quatre particules (deux 
parents et deux recombinanls), par trois (deux parents et un 
recombinant), par deux (deux recombinants ou un parent et un 
recombinant), ou enfin par une seule (un recombinant). 

Tout schéma associant étroitement replication et recombi- 
maison apparait difficilement compatible avec les résultats 
obtenus chez 4. Le nombre de générations qui peuvent s’effec- 
tuer entre l’infection et la lyse est, en effet, supérieur a 5 alors 
que le nombre moyen de conjugaisons est inférieur 4a 1. La 
conjugaison pourrait cependant n’avoir lieu qu’entre particules 
en voie de replication comme le veut le schéma de Levinthal. 

L’hypothése selon laquelle les particules parentales  survi- 
vraient a la conjugaison est peu compatible avec les petites 
valeurs du rapport « type parental minoritaire/types recom- 
binants » observées dans les productions individuelles de i. 
Visconti et Delbriick [4] ont déja constaté que, dans les croi- 
sements de T2 a multiplicités inégales, on obtient plus de 
recombinants que de parents minoritaires dans la production 
totale. Cette observation n’exclut pas la survie du parent mino- 
ritaire lors de la conjugaison, car le grand nombre de cycles de 
conjugaison existant chez T2 rend Tanalyse difficile. Au 
contraire, lorsque le nombre de cycles de conjugaison est petil, 
comme chez 4, la disparition du parent minoritaire observée dans 
cerlaines productions individuelles ne semble pas compa- 
tible avee Vhypothése de la survie des particules parentales. 

La formation des deux recombinants complémentaires au 
cours de la conjugaison est implicitement contenue dans la 
théoric de Visconti et Delbriick dont elle ne constitue d’ailleurs 
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pas un élément essentiel. Cette hypothése rend imparfaitement 
compte du manque de corrélation entre recombinants complé- 
mentaires, observé notamment chez 4 ot le nombre moyen des 
conjugaisons est petit et n’offre pas d’explication satisfaisante aux 
productions individuelles de % qui comprennent le type parental 
majoritaire et un seul type recombinant. 

L’hypothése selon laquelle la conjugaison aboutirait a la for- 
mation d’un type parental et d’un type recombinant retient |’essen- 
ticl du schéma de Levinthal qui fait des hétérozygotes la source 
de tous les recombinants. Cependant, elle s’accorde mal avec 
Vexistence, dans les expériences 4 multiplicités d’infection iné- 
gales, de productions individuelles ou les deux types recom- 
binants complémentaires se trouvent en large excés par rapport 
au type parental minoritaire. 

La dermére hypothése évoquant la formation d’un seul recom- 
binant par événement-recombinaison pourrait étre assimilée a un 
transfert unidirectionnel de matériel génétique tel qu’on l’observe 
chez les bactéries. Une telle hypothése, qui parait compatible 
avec l’ensemble des résultats expérimentaux, rendrait compte de 
absence de corrélation entre recombinants complémentaires 
observée dans tous les systémes et surtout des cas atypiques 
observés chez 4 dans les productions individuelles. 

Il est bien évident que l’ignorance ot nous nous trouvons encore 
de certaines données essentielles, telles que la dimension du 
« réservoir » et la distribution des conjugaisons et des maturations 
dans le temps, ne permet pas de choisir entre ces diverses hypo- 
théses. Des conjugaisons précoces suivies de maturation égale- 
ment précoce d’un des produits de Ja conjugaison permettraient 
en effet, au cas ot le « réservoir » serait petit, d’expliquer lune 
quelconque des distributions observées dans les productions 
individuelles. Il nous a semblé cependant que le probléme 
méritait d’étre discuté car l’étude de bactériophages tels que i, 
chez lesquels le nombre de cycles de conjugaison est petit devrait 
permettre d’obtenir des indications sur |’événement-recombi- 
naison ]ui-méme. 

CoNCLUSIONS. 


1° Lors des croisements entre deux bactériophages 4, différant 
par deux caractéres ou plus, la fréquence de recombinaison, entre 
ces caractéres, évolue de fagon dynamique au cours de la période 
latente. Elle est environ deux fois plus élevée au moment de la 
lyse qu’au moment de l’apparition des premiéres particules 
infectieuses. 

2° Dans les productions individuelles de phages par des bac- 
téries isolées, il n’y a pas ou peu de corrélation entre recom- 
binants complémentaires. 
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3° Dans les croisements entre deux phages différant par trois 
caractéres, la proportion des recombinants doubles est supérieure 
a ce que laisseraient prévoir les proportions des recombinants 
simples. De méme, si l’on croise deux a deux des phages 
différant par deux caractéres choisis entre trois facteurs disposés 
dans l’ordre 1, 2, 3, la fréquence de recombinaison observée 
entre 1 et 3 est inféricure a la somme des fréquences observées 
emire lneiye, Cl enirer: Chi. 

4° L’ensemble de ces résultats indique que la théorie générale 
formulée par Visconti et Delbriick semble applicable 4 la recom- 
binaison génétique chez le bactériophage 4. Le nombre des conju- 
gaisons subies en moyenne par les particules de la descendance 
serait alors compris entre 0,5 et 0,,8. 

5° Le nombre de particules prenant part 4 la multiplication du 
bactériophage 4 est faible, de 5 a 7 en moyenne par bactérie. 

6° Parmi les bactéries infectées avec des proportions inégales 
de deux phages différant par deux caractéres ou plus, la plupart 
des bactéries libérent le parent minoritaire en proportion supé- 
rieure 4 celle des recombinants. Dans certains cas, cependant, le 
parent minoritaire apparait en proportion inférieure a celle des 
recombinants ou méme disparait alors que les deux recombinants 
sont présents. Exceptionnellement, une bactérie peut lbérer le 
parent majoritaire et un seul recombinant. 


* 
k* 
Nous tenons a remercier MM. M. Delbriick, A. Novick et 


N. Symonds pour leurs suggestions et leurs critiques, ainsi que 
pour l’aide apportée 4 la partie mathématique de ce travail. 
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L’étude génétique du bactériophage ) a été réalisée indépendam- 
ment par M. D. Kaiser (Thése de Ph. D. California Institute of Tech- 


nology, 1954), qui a abouti & des conclusions trés comparables aux 
notres. 


ETUDE BIOCHIMIQUE ET HISTOCHIMIQUE 
DES TUMEURS DU CROWN-GALL 
CHEZ PELARGONIUM ZONALE 
111. — EMPLOI DE RADIOISOTOPES 


par P. MANIGAULT (‘). 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons précédemment abordé (Manigault, 1953) l’étude du 
métabolisme du phosphore dans les tissus tumoraux de la plante 
et dans les tissus sains connexes, et nous avons indiqué combien 
le réle des phosphatases apparait important, dés les premiers 
stades de la tumorisation. 


Nous voudrions préciser ces faits en rapportant des expériences trés 
simples que l’on peut réaliser en employant le radiophosphore %?P 
a état de phosphate monosodique, le radiosoufre *°S sous forme de 
sulfate meutre de sodium et le radiostrontium °°Sr en solution 
nitrique. Des expériences préliminaires ont permis de déterminer les 
concentrations en radio-isotopes qui étaient assez faibles pour que les 
radiations émises ne perturbent pas les phénoménes _biologiques 
étudiés. Les solutions radioactives diluées montent dans la plante en 
pénétrant, dans quelques cas, par les racines, mais le plus souvent 
par aspiration dans la tige fraichement coupée et trempée dans le 
est contrélée par une mesure au compteur de G. M. et l’absorption 
du liquide est compléte quelques heures plus tard au moment ow la 
plante est sacrifiée. Les coupes au microtome 4 congélation sont fixées 
au Carnoy, posées sur lame et recouvertes d’un vernis en couche trés 
mince qui protége l’émulsion photographique de toute injure 
chimique. 

Nous avons utilisé une émulsion pour radiographie dentaire (Kodak, 
périapical) et une émulsion pelliculable (Kodak Scientific plates auto- 
radiographic). Aprés un temps de pose convenable — cing 4 vingt 
jours — on développe au promicrol et on colore la coupe ou une coupe 
témoin au vert de méthyle-pyronine. Nous avons employé des plantes 
de deux espéces : Pelargonium zonale L., variété Jardin des Plantes, 
et Datura stramonium L., et nous avons inoculé nos sujets par paires 
en gardant l’un des deux pour nous assurer de 1’évolution de la piqare 
aprés l’inoculation. Celle-ci a été faite avec deux souches d’Agrobac- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1954.. 
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terium tumefaciens, l’une trés virulente, l’autre non tumorigtne, et 
avec une souche d’un germe tout & fait étranger au phénoméne étudié 
(Shigella). L’autre témoin était piqué stérilement. Les germes pro- 
venaient de cultures 4gées de 48 heures, cultivés dans des conditions 
déja décrites. Tous ces essais étaient doublés par des inoculations 
effectuées de la méme maniére mais avec des germes tués par la 
chaleur. Nous avons ainsi obtenu, A différentes périodes de l’année, 
des tumeurs d’Ages divers et finalement nous avons pu comparer des 
autoradiographies provenant de sujets sacrifiés 4 des temps différents 
depuis trois jours jusqu’&a quatre-vingt-dix jours aprés linoculation. 


Résuttats. — A. — Sur les coupes de tissus sains, a la base 
comme au sommet, on retrouve la répartition déja décrite du 
radiophosphore que nous rappellerons bri¢vement. Le phosphore 
se décéle facilement au niveau de l’anneau vasculaire ov il atteint 
sa plus forte concentration, puis il se manifeste a la périphérie 
de l’écorce mais de facon moins intense, enfin, en augmentant 
le temps de pose un peu au détriment de la netteté des localisa- 
tions précédentes, on peut observer un noircissement plus faible 
au niveau de l’écorce tout entiére 4 l’exclusion de la moelle. 

B. — Sur des coupes passant par le point d’inoculation, il faut 
distinguer deux cas. Le premier comprend foutes les inoculations 
qui ne donneront pas de tumeurs, c’est-a-dire qui correspondent 
a des piqdres stériles ou a des piqtres faites avec des germes 
inactifs apparienant 4 des souches non virulentes ou ayant été 
tuées par la chaleur. Le second ne correspond qu’aux seules 
inoculations faites avec des germes vivants, virulents, tumori- 
genes. Dans le premier cas, et au cours des premiers jours, 11 
n’y a pas ou presque pas d’accumulation de radiophosphore aux 
bords de la plaie. Quelquefois, lorsque l’aiguille est passée trés 
prés d’un faisceau vasculaire, ce dernier semble alors le siége 
d’une radioactivité plus forte, mais les parenchymes en voie de 
cicatrisation dans la méme coupe et ceux qui leur correspondent 
dans les coupes voisines au-dessus et au-dessous du plan du point 
d’inoculation n’accumulent pas de phosphore. 


Dans le second cas, on constate au contraire, avec certitude dés 
le huititme jour, que la présence du germe actif tumorigéne 
s’accompagne d’un afflux considérable de radioisotope au niveau 
de la plaie. D’abord situé au niveau de Vanneau vasculaire qui 
a été sectionné par Vaiguille, le phénoméne se manifeste par un 
noircissement intense et trés bien localisé sur l’autoradiographie. 
Puis i] s’étend plus discrétement comme un liséré aux contours 
de la plaie. I est visible sur les coupes adjacentes, ce qui est en 
rapport avec un appel de liquide, sorte d’cedéme provoqué par 
la piqtre infectée qui a été décrit et étudié par Riker (1928). 
Stout et Hoagland (1939), en étudiant l’ascension et le mouvement 
latéral du radiophosphore dans le géranium non infecté, ont 


Autoradiographies (lirage sur papier par agrandissement, 4X 
a partir des originaux) Pelargonium znale. 

4. Piqure stérile, “P, trois jours; 2. Germe actif, P, huit jours; 3. Germe 
tué, 3P, huit jours; 4. Germe vivant, actif, 2P, huit jours; 5. Piqure stérile, 
sommet, +, cing jours; 6. Piqure stérile, °2P, cinq jours ; 7. Germe actif 
tumeur, 8P, trente jours; 8. Germe actif, Sr, douze jours; 9 Germe actif, 2P, 
sept jours; 10. Tumeur, “P, vingt-cing jovrs; 141. Tumeur, 8P, treize jours ; 
42. Tumeur, P, vingt jours ; 13. Tumeur, *s, trente-et-un jours; 14. Tumeur, 
358, soixante-dix jours ; 145. Tumeur, Sr, soixante-dix jours. 
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montré que dans ce cas les éléments radioactifs sont transférés 
rapidement latéralement du bois vers |’écorce mais ne se déplacent 
que trés lentement dans le sens vertical a l’intérieur de l’écorce. 
C’est par les vaisseaux du bois que l’ascension des sels se fait 
rapidement dans la plante. 


Enfin, quand la prolifération tumorale commence, le radio- 
phosphore s’accumule avec une intensité trés grande, souvent 
décroissante de la périphérie vers le centre de la coupe, et !e 
phénoméne se poursuit aussi longtemps que la tumeur s’accroit. 


C. — Les autoradiographies obtenues par suite de l’ascension 
dans les plantes de radiosoufre a l'état de sulfate sont naturel- 
lement moins denses. Sur des coupes de tissus sains, la locali- 
sation de *°S s’effectue avec une forte intensité dans les vaisseaux, 
ce qui, comme dans le cas précédent avec le **P, ne correspond 
pas seulement 4 un « marquage » de la séve. Avec le soufre, les 
massifs de vaisseaux anciens et méme le liber sont trés radio- 
actifs. La zone génératrice libéro-ligneuse qui les sépare s’iden- 
tifie facilement sur les autoradiographies par son absence totale 
de radioactivité. De plus, le soufre manifeste sa présence dans 
l’épiderme et méme dans les poils auxquels correspond une trace 
radioactive parfois trés nette. Par contre, le parenchyme de 
Vécorce qui s’était montré capable de retenir une certaine quantité 
de radiophosphore ne manifeste aucune radioactivité aprés emploi 
du radiosoufre, pas plus que le parenchyme médullaire. Cette 
observation est en accord avec les résultats de Wanner (1952) 
concernant la circulation des phosphates dans le parenchyme 
d’assimilation. Au niveau d’une piqtre stérile le radiosoufre est 
présent dans Vanneau vasculaire et dans l’épiderme ou il a 
tendance 4 s’accumuler trés exactement sur la section de ces deux 
tissus aux bords de la plaie. Cela se traduit sur les autoradio- 
graphies par des taches qui sont dans ces régions bien délimitées, 
plus denses que les taches voisines et 4 contours plus diffus. 
Les tissus voisins de l’écorce et de la moelle ne sont pas radio- 
actifs. Dans les tissus tumoraux, avec les moyens grossiers que 
nous avons employés jusqu’a présent, la répartition du radio 
soufre parait se Juxtaposer assez bien a celle du radiophosphore 
Les localisations les plus denses correspondent A des formations 
libéro-ligneuses irréguliéres, mais tout le tissu tumoral est riche 
en soufre, d’autant plus que la tumeur est plus jeune et plus 
proliférante. 

D. — L’ascension du radiostrontium a été étudiée de la méme 
manicre que celle du radiophosphore et du radiosoufre. Les auto- 
radiographies obtenues montrent a la base comme au sommet de 
la plan'e que ce sont les tissus conducteurs qui: manifestent la 
plus forte radioactivité. De plus, et méme en quelques heures, 11 
apparait déja sur les radios des ponctuations trés denses corres- 
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pondanf aux cristaux d’oxalate maclés en oursins. On est donc 
en droit d’espérer, avec une bonne approximation, que le stron- 
tum radioactif peut nous donner des indications sur le métabo- 
lisme du calcium. Comme dans les cas précédents et encore plus 
nettement la cicatrice due a une piqtre stérile ne présente pas 
aprés vingt-quatre heures d’accumulation de radioélément aux 
bords de la plaie. Sur les autoradiographies, les traces sont a 
bords frances sans noircissement plus intense que celui des tissus 
voisins. A ce méme niveau, l’autoradiographie d’une coupe 
passant par le point d’inoculation d’une plante infectée par un 
germe tumorigéne présente dans les premiéres heures un aspect 
tout a fait semblable au précédent. C’est dans une plage diffuse, 
assez étendue, dans les parenchymes bordant la plaie que le radio- 
strontium se manifeste. L’accumulation de *?P en certains points 
de la plaie d’inoculation ne se superpose donc pas topographi- 
quement 4 celui de ®°Sr. C’est seulement le phosphore et le soufre 
venant de la plante qui semblent s’accumuler en quantités impor- 
{antes dans les régions ot se trouvent d’abord les bactéries. Nous 
reviendrons ultérieurement sur la destinée du radiostrontium dans 
les tumeurs plus 4gées, mais nous pouvons indiquer dés mainte- 
nant que sa répartition se fait surtout dans le tissu en voie de 
transformation qui présente déja des caractéres différents des 
tissus sains et que l’on appelle tissu connexe. 


Discussion. 


Nous retiendrons le fait que le radiostrontium a une répar- 
tiion particuliére dans les tissus tumoraux et les tissus voisins 
comme un argument en faveur de la coincidence significative de 
la localisation de radiophosphore et du radiosoufre dans ces 
mémes tissus. 

On sait que l’activité du cambium dans les plantes blessées 
devient atypique. Apres infection de la plaie par Agrobacterium 
tumefaciens, les premiéres ¢tapes dans la formation de la tumeur 
ressemblent a des réactions de blessures. C. Noél (1946) a donné 
une éfude comparative précise de l’anatomie du crown-gall. J! 
est apparu que, dans la phase d’induction telle que l’a définie 
plus tard Brown, il est difficile de mettre en évidence des struc- 
tures caractéristiques. Pourtant cette période pourrait étre définie 
par des caractéres biochimiques. Klein, Rasch et Swift (1953) 
ont montré qu’il existe une brusque élévation du taux du phos- 
phore contenu dans l’acide désoxyribonucléique au cours des 
deux premiers jours qui suivent Vinoculation. Ils considérent ce 
résultat comme une action spécifique des cellules en voie de tumo- 
risation ou comme un produit de la bactérie virulente induisant 
la tumeur. Notre méthode, sans doute trop imprécise, ne nous 
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a pas permis de mettre en évidence une accumulation précoce 
du radiophosphore. I] nous a semblé bien souvent qu'une concen- 
tration plus forte du *?P et méme du *°S aux bords de la plaice 
d’inoculation pouvait caractériser, dés les deux ou trois premiers 
jours Vinoculation par un germe actif. Mais il y a trop d’incer- 
titude dans la comparaison de deux radiographies pour que nous 
puissions en tirer une conclusion valable. Nous reprendrons cette 
élude avec des moyens différents. Par contre, il apparait d’une 
facon indubitable que la prolifération tumorale s’accompagne 
d’une incorporation massive de radiosoufre et de radiophosphore. 
Howard et Pele (1951) ont étudié par autoradiographie l’incor- 
poration de radiosoufre et de radiophosphore dans le noyau et ia 
synthése de l’acide désoxyribonucléique en utilisant les racines 
de Vicia faba. Dans des conditions expérimentales trés voisines 
des notres, ils décélent la présence du phosphore dans lacide 
nucléique, les phosphoprotéines et quelques phospholipides. Sur 
leur matérie] la plus grande partie du phosphore est présente 
dans Vacide désoxyribonucléique et disparait des autoradiogra- 
phies provenant de préparations soumises a l’action contrélée de 
la désoxyribonucléase. Nous avons fait un essai comparable avec 
le méme enzyme sans résultat positif. Le radiosoufre, aprés la 
fixation et hydrolyse, ne peut subsister 4 l’état de sulfure orga- 
lugue ni de composé acidosoluble (histones) ; il est done associé 
vraisemblablement aux nucléoprotéines. 


RESUME. 


1° Le phosphore s’accumule dans Je parenchyme d’assimilation 
ou sa présence est’ justifiée entre autres par la phosphorylation 
des sucres. 

2° Dans les tissus tumoraux, en présence des bactéries actives, 
et la of il y aurait synthése des acides nueléiques, le phosphore 
et le soufre affluent ensemble. 

3° Dans les tissus connexes, ot il n’y a pas de concentration 
trés grande ni en soufre ni en phosphore, on constate une sur- 
charge en strontium, c’est-a-dire en calcium. 
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ULTRACENTRIFUGATION 
DES CENAPSES LIPOPROTEIQUES 


par Pierre REBEYROTTE et Pierre SLIZEWICZ (°*). 


(Faculté de Médecine. Laboratoire du professeur M. Polonovskt. 
Institut Pasteur. Service des Virus [professeur P. Liprye].) 


L’ultracentrifugation préparative du sérum de cheval addi- 
tionné de bromure de potassium a permis a l’un de nous [4} de 
séparer deux fractions protéiques dont la densité est netlement 
inférieure a 1,25. Nous nous sommes demandé quels pouvaient 
étre les rapports entre ces fractions et les cénapses lipoprotéiques 
acido-précipitables de Machebceuf que |’on isole par voie purement 
chimique [2]. 

Nous avons donc étudié influence de la concentration, de la 
densité et du pH sur la constante de sédimentation d’une solution 
de cénapses. 

MatiéRieLt-M&rnope. 


Les cénapses ont été préparées par la méthode originale de 
Machebeeuf [2]. Elles contenaient 30 p. 100 de lipides déterminés 
par la méthode de Delsal [3]. La solution mére (49 mg de 
cénapses par centimétre cube) a été diluée soit avec de l’eau salée 
a 8,5 p. 1 000 afin d’étudier Vinfluence de la concentration sur la 
valeur de Ja constante de sédimentation, soit avec des solutions de 
bromure de potassium de concentrations différentes, afin d’étudier 
Vinfluence de la densité du milieu. La technique d’ultra-centrifu- 
gation et les calculs sont ceux que nous avons précédemment 
décrits [4, 4]. 


I. — INFLUENCE DE LA CONCENTRATION 
SUR LA VITESSE DE SEDIMENTATION. 


D’une maniére générale Ja vitesse de sédimentalion augmente 
quand la concentration de la solution protéique diminue : c'est 


(*) Manuscrit recu le 18 aott 1954. 
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le cas en particulier pour le virus de la_mosaique du tabac [5], 
le fibrinogéne [6], Valbumine de boeuf [7], la lactoglobuline [8]. 
La vitesse de sédimentation est dans ce cas une fonction linéaire (1) 
de Ja concentration de la forme : 


= So — ac 


a étant un coefficient expérimental différent pour chaque protéine, 
c la concentration exprimée en grammes pour 100 cm* de solu- 
tion, S° la valeur extrapolée 4 la concentration zéro. 

Nous avons effectué 4 ultracentrifugations sur des solutions de 


G 


ee oe a a nC 
wi) 4 3 Q oy 


4. — En abscisses les concentrations en grammes pour 100 cm? de solution. 
En ordonnées les vitesses de sédimentation en unités Sveberg. 


Fic. 


cénapses dont les concentrations variables. se situaient entre 
© 5 } 
4,9 p. 100 et 0,98 p. 100. La figure 1 montre que la vitesse de 
sédimentation des cénapses est trés sensiblement une fonction 
linéaire de la concentration, On trouve par extrapolation a la 
concentration zéro une valeur §, =5,8 S (2). 
Ainsi que le montre la figure 2a, Pultracentrifugation révéle 
une fraction protéique unique alors que l’électrophorése Tiselius 
io ba) Lar BAD) + a A A } ‘ ¥ 
(fig. 8, pH 7,2) montre dans la méme préparation deux cons- 
tituants. i 


@ Pour d autres auteurs, en particulicr pour Golder [9], cette varia- 
tion s’exprimerait sous la forme d’une fonction hyperbolique : 
So 


¢ = 4 . . , . : 
(2) Les constantes de sédimentation s’expriment généralement en 


unités Svedberg, 1 unité Svedberg = 1S = 10-15 cm/sec. dyne 
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II. —- INFLUENCE DE LA DENSITE DU MILIEU 
SUR LA VITESSE DE SEDIMENTATION. 


Nous avons montré {4] que lorsqu’on augmente la densité du 
sérum de cheval par addition de bromure de potassium, les 
vitesses de sédimentation des différentes fractions diminuaient. 
Pour les cénapses un milieu de densité convenablement choisi 
pouvait, peut-étre, nous permettre de séparer les deux constituants 
dont la teneur en lipides semble différente (3). La figure 2 b repré- 
sente le diagramme d’ultracentrifugation d’une solution de 
cénapses a 0,98 p- 100 dans un milieu de densité égale 4 1, 18 
(272 mg de bromure de potassium par centimetre cube). Un seul 


Fic. 2. — Diagrammes d’ultracentrifugation : concentration 0,98 °/.; a, 80 mi- 
nutes de centrifugation a 660 t/s — densité : 1,0; b, 60 minutes de centrifuga- 
tion & 660 t/s — densité : 1,18; c, 75 minutes de centrifugation 4 670 t/s — den- 
sité : 1,25; d, 80 minutes de centrifugation 4 666 t/s — densité : 1,28. 


pic est visible : il correspond 4 une vitesse de sédimentation 
égale a 1,55.5. 

Si on admet que la vitesse de sédimentation varie d'une facon 
linéaire avec la densité du milieu, celle des cénapses doit 
s’annuler pour une densité de 1,25. C’est ce que montre la 
figure 2c¢ ou aprés soixante-quinze minutes de centrifugation a 
670 tours/seconde, aucune frontiére de sédimentation n’est 
visible. On obtient des courbes analogues pour des concentrations 
en bromure de potassium telles que la densité du milieu soit 
égale a 1,28 ou 1,34. Il ne se fait dans la cellule aucune sépa- 
ration ni dans le sens de la centrifugation, ni en sens contraire. 
Il ne semble donc pas y avoir de rapports entre les cénapses 
lipoprotéiques acidoprécipitables et les fractions protciques que 
nous avions pu isoler par ultracentrifugation préparative. 


II]. — InrLuENcE pu PH suR LA VITESSE DE SEDIMENTATION. 


Nous avons effectué avec une méme préparation de cénapses 
4 la concentration de 0,6 p. 100, 4 ultracentrifugations 4 des pH 
différents. Les résultats sont les suivants : 


| yc aS egr ae 7,2 6,2 5, 
ae oat ie nis een marie de 4,8 4,9 ‘, 


1 bo 


(3) En effet, la coloration des lipides, aprés électrophorése sur papier 
n’a pas la méme intensité pour les deux constituants [40]. 
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Etant donnée la précision de nos mesures, on peut consi- 
dérer que la vitesse de sédimentation est pratiquement indépen- 
dante du pli. 

Ici encore, les résultats de l’ultracentrifugation et de 1|’électro- 
phorése sont nettement différents. L’ ultracentrifugation ne nous 
révéle dans tous les cas qu’un seul constituant. 

Par contre, plus on s’éloigne de pH 4,7 ot les mobilités 
électrophorétiques étant faibles, les deux constituants sont 
confondus, plus la séparation en deux constituants devient 
évidente. Ainsi 4 pH 8,6 la premiére fraction a une mobilité 


pH 4,7 \ Bioer ACE 


Fic. 3. — Diagramme d’électrophorése & différents pH; concentration 1 °/o. 
Tampon véronal acétate T/2 = 0,15; champ 5 V/cm; t= 10 800 secondes. 


de cristalbumine et la deuxiéme fraction prend celle dune 
elobuline o (fig. 3). 


Discussion. 


1. Les valeurs des vilesses de sédimentation des cénapses en 
solution a différentes concentrations sont peut-étre inversement 
proportionnelles aux valeurs que prend la _ viscosité de ces 
solutions. Schachmann et Kauzmann [5] ont déja remarqué que 
le produit, des vitesses de sédimentation du virus de la mosaique 


du tabac a différentes concentrations et des rapports ~ des 
Yo 


viscosités de ces solutions et de Veau, était constant. I] est 
difficile de savoir quelle est la viscosité qui intervient dans la 
sédimentation des molécules protéiques. Rappelons que les 
premiers travaux de Svedberg ont été réalisés avec des sols 
métalliques : dans ce cas la viscosité qui entre en jeu est sans 
ambiguité celle de la phase dispersante. 

2. Oncley et Gurd |44] pensent que l’on peut déterminer la 
densité des molécules protéiques en solution en étudiant la 
valeur de la vitesse de sédimentation dans des solutions salines 
de densité variable. Par extrapolation la densité correspondant 
i une vitesse de sédimentation nulle est celle de la protéine. Le 


résultat que nous trouvons dans le présent travail est en bon 
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accord avec celui antérieurement trouvé par Machebceuf, Delsal, 
Lépine et Giuntini [42] qui placaient la densité des cénapses entre 
1,17 et 1,30. On peut se demander malegré tout si les solutions 
salines trés concentrées que l’on est amené Aa employer ne 
provoquent pas des modifications de structure ou de forme 
Ja densité de la solution ne serait plus alors l’unique facteur 
intervenant pour modifier la vitesse de sédimentation. 

3. La vitesse de sédimentation des cénapses ne parait pas 
dépendre du pH du moins entre pH 5,2 et pH 8,6. Ce résultat 
a d’ailleurs été établi antérieurement pour un grand nombre de 
protéines. La zone de pH ot la vitesse de sédimentation est indé- 
pendante du pH est généralement assez étendue. 


Resumé. — La constante de sédimentation d’une préparation de 
cénapses lipoprotéiques acidoprécipitables extrapolée a une 
concentration nulle est égale 45,7 S. 

Si on modifie la densité du milieu par addition de bromure 
de potassium la vitesse de sédimentation diminue. Elle s’annule 
pour une densité égale a 1,25. Quelle que soit Ja densité du 
milieu, Vultracentrifugation analytique est incapable de mettre 
en évidence les deux composants que révéle au contraire |’électro- 
phorése Tiselius. 

Entre pH 5,2 et 8,6 la vitesse de sédimentation des cénapses 
est pratiquement constante. 
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UNE NOUVELLE ESPECE 
DE S7REPTOMYCES PRODUCTRICE D’ANTIBIOTIQUES : 
STREPTOMYCES AMBOFACIENS n. sp. 
CARACTERES CULTURAUX 


par M=* S, PINNERT-SINDICO (*). 


(Laboratoires de Recherches, Rhéne-Poulenc.) 


Au cours de recherches systématiques de souches de Sirepio- 
myces productrices d’antibiotiques, nous avons isolé d’un prélé- 
vement de terre effectué dans la région de Péronne (Somme) 
une souche désignée provisoirement par l’appellation « Strepto- 
myces 3486 », qui s’est montrée douée de propriétés antibiotiques 
particuliérement intéressantes. 

A partir de cultures de cette souche en milieu liquide, il a en 
effet été possible d’isoler deux antibictiques différents. 

Le premier, qui a été nommé spiramycine, posséde des carac- 
teres qui permettent de le considérer comme un antibiotique 
nouveau ; ses propriétés physiques, chimiques et son action anti- 
bactérienne, qui feront Vobjet d'une publication séparée, le 
rapprochent des substances du groupe érythromycine-carbomy- 
cine, sans cependant permettre de lidentifier & aucune de celles 
déja décrites. 

Par l’ensemble de ses caractéres physiques, chimiques et biolo- 
giques, le second antibiolique a pu ¢étre identifié A la congocidine, 
décrite antérieurement [4], qui avait été isolée au cours du méme 
programme de recherches, 4 partir de cultures d’une autre espéce 
de Streptomyces, désignée par le n° 1142. 

La comparaison des propriétés morphologiques et biochimiques 
de la souche 3486 avec celle des espéces décrites [2, 3] nous ayant | 
permis de conclure qu’elle se différencie de ces derni¢res, nous 
Ja considérons comme une espéce nouvelle, que nous proposons 
de nommer Streptomyces ambofaciens, pour rappeler qu’elle 
produit deux antibiotiques différents. Nous donnons ci-aprés les 
propristés permettant de la caractériser et de Videntilier. 


(*) Manuscrit recu le 15 septembre 1954. 
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DerscripTion. 


S. ambofaciens a montré, au cours des essais d’identification, 
des caractéres assez variables, tant du point de vue morphologique 
que biochimique. L’ampleur de ces variations s’accroit encore 
lorsque la souche est soumise a l’action des inducteurs classiques 
de mutation tels que les rayons ultra-violets ou l’ypérite azotée, 
et certains mutants s’éloignent sensiblement de la souche mere, 
en particulier en ce qui concerne la couleur du mycélium végé- 
tatif et de Vappareil aérien. Les caractéres que nous décrivons 
ci-dessous sont ceux que nous avons le plus fréquemment observés 
pour la souche originale. 


ForME DES coLontes. — Sur la gélose a l’asparagine, en boites 
de Petri, lorsque ?ensemencement est dense, les colonies mono- 
spores restent petites, rondes, hémisphériques, ou a dépression 
centrale légére. Lorsque les colonies sont moins nombreuses, leur 
diamétre peut atteindre 10 mm. Le mycélium végétatif est jau- 
natre, a bords lobés ; 11 forme des plis suivant les rayons et plu- 
sieurs bourrelets concentriques ; il existe en général une dépres- 
sion centrale plus ou moins accusée ott des craquelures peuvent 
se produire. Le mycélium aérien, qui recouvre en général toute 
la colomie, est d’abord blanc et trés rapidement prend une teinte 
erise au moment de la sporulation qui peut se produire plus 
intensément sur le pourtour de la colonie, avec tendance & former 
des arborescences autour de la colonie (pl. I, fig. 1). 


MorpHoLoGig micRoscoprouE. — 'L’étude de la morphologie 
microscopique a été faite au moyen de cultures sur lames en 
milieu de Czapek. S. ambofaciens produit des filaments ramifiés. 
Dans des conditions favorables de culture, on peut observer 
rapidement la formation des éléments sporulés qui se présentent 
sous la forme de chaines de spores enroulées en spirales, ratta- 
chées au filament principal, soit isolément, soit par groupes 
insérés en un méme point du filament principal, ou encore portés 
par un court conidiophore. A Jlaisselle des filaments sporulés, 
on rencontre en général un filament non segmenté, également en 
forme de vrille. Les spores sont ovales 4 sphériques. Les photo- 
micrographies ci-aprés (pl. I, fig. 2; pl. HU, fig. 8, 4) montrent 
quelques aspects de la sporulation de S. ambofaciens. 


CARACTERES CULTURAUX ET PROPRIETES BIOCHIMIQUES. — S. ambo- 
faciens forme en général un mycélium végétatif incolore a jaune, 
un mycélium aérien blanc a blanchatre se colorant tres rapi- 
dement en gris foncé. Il produit suivant le milicu un pigment 
jaune, brun, ou brun rougeatre trés faible, ou ne produit aucun 
pigment. Le tableau I rassemble les principaux caractéres cultu- 
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raux ; les milieux de culture utilisés ont été préparés pour la 
plupart d’aprés les formules publiées par Waksman dans The 
Actinomycetes [4]. Les numéros donnés aux différents milieux 
dans The Actinomycetes ont été conservés ici et désignés : (The 
Miche” ©...)- 

Propriétés biochimiques. — Lait 4 26° : cultures formant voile. 
Peptonisation partielle en un mois, sans coagulation apparente. 
La zone peptonisée prend une teinte orangé brun ou rougeatre. 
Sur lait au pourpre de bromocrésol : pH inchangé ou évoluant 
vers lalcalinité suivant les cultures. 

Lait & 37° : développement moins bon. Floculation occasion- 
nelle, peptonisation partielle. 

Gélatine (The Act., n* 7 et 8): liquéfaction moyenne. Voile 
jaunatre et flocons jaunatres dans la partie liquéfi¢ée. Pigment : 
variable, brun orangé faible dans la partie liquéfiée, plus accusé 
sur le milieu glucosé. 

Nitrites : la réduction des nitrates en nitrites est moyenne ou 
faible en milieu synthétique, nulle en milieu organique. 

Utilisation de différentes sources de carbone : ces essais ont 
été effectués au moyen de la méthode de Pridham et Gottlieb [5]. 

Les éléments bien utilisés sont les suivants : glycérine, arabi- 
nose, glucose, galactose, lévulose, mannose, lactose, rhamnose, 
amidon, mannite. Les éléments utilisés plus lentement (cultures 
bien développées mais plus tardives), ou peu utilisés, ou utilisés 
de fagon irréguliére suivant les essais, sont les suivants : xylose, 
saccharose, maltose, inosite. [Les éléments non utilisés sont les 
suivants : raffinose, érythrite, dulcite, sorbite. 


CLASSIFICATION SYSTEMATIOUE. 


En suivant la clé pour Videntification des espéces de Strepto- 
myces donnée par le Bergey’s Manual of determinative Bacterio- 
logy, on peut classer S. ambofaciens prés de S. griseolus, mais 
comme on le verra par la suile, il existe un certain nombre de 
différences entre S. griseolus et S. ambofaciens, de telle sorte 
qu’on ne peut assimiler les deux Streptomyces & une meme 
espece. 

Quelques propriétés de S. ambofaciens, en particulier la pro- 
duction d’un pigment brun en milieu synthétique et sur pomme 
de terre, permettraient également de le rapprocher du S. fimi- 
carius. Cependant, la production de pigment par S. ambofaciens, 
particuliérement dans le cas du milicu synthétique, est extré- 
mement faible et il différe de S. fimicarius par un certain nombre 
d’autres caracteres, tels que la couleur du mycélium aérien el 
des spores, ou le degré de développement sur le milicu a la tyro- 
sine, Le tableau II rassemble les différences principales obser- 
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Tasteau Il. — Différences entre S. griseolus et S. ambofaciens. 


Morphologie microscopique . 
.|Pas d’indication de 


Milieu synthétique 


Gélose nutr tive (bouillon Pep 
.|Brunatre. 


toné gélosé). 


S. griseolus 


Spirales non observées 


pigments. 


S. ambofaciens 


Présence de spirales. 
Pigment soluble trés 
faible, jaune brun. 


Jaune ambré. 


Gélose peptonée glucosée . .|Créme devenant foncé.|Jaunatre. 
Pomme de terre . . .|Créme a noir. Brun clair 4 brun 
foncé. 


Lait . .|Coagulé, peptonisé. 
F -rmation d’une pel- 


licule rose. 


Peptonisé sans coagu- 
lation apparente. 
On observe: as de 
pellicule rose. 


vées entre S. ambofaciens et S. griseolus d’aprés les descriptions 
données pour ce dernier. 

D’autre part, Ja classification plus récente de Waksman ct 
Lechevalier [3] permettrait de rapprocher S. ambofaciens de 
S. felleus d'une part, et de S. achromogenes d’autre part. Cepen- 
dant, il différe du premier en particulier par la formation de 
vrilles, la liquéfaction de la gélatine, la production d’un pigment 
brun faible sur ces mémes milieux a la gélatine, labsence de 
pigment sur le milicu au malate de calcium. Il se dilférencie 
égalément du second par la formation de vrilles, la liquéfaction 
de la gélatine, l’absence de coagulation du lait. 

Cependant, il semblerait qu’on puisse classer S. ambofaciens 
au voisinage de ce groupe de souches produisant un pigment brun 
sur pomme de terre, & mycéhum aérien blane a gris, en tenant 
compte cependant de ses autres caractéres distinclifs tels que la 
formation de vrilles et la production d’un pigment brun faible 
sur de nombreux milieux, en particulier. 


Raisumes. 


Nous avons décrit une nouvelle espéce 
tomyces ambofaciens, qui produit deux antibiotiques, Yun déja 
connu, la congocidine, l’autre étant un nouvel antibiotique, !a 
spiramycine, dont les propriétés seront décrites ultérieurement. 


de Streptomyces, Strep- 
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LEGENDE DES PLANCIIES 


PLancue I: Fic. 1. — Colonies isolées de S. ambofaciens sur gélose a |’asparagine. 
Fic. 2. — S. ambofaciens : culture sur lame en milieu de Czapek 


(Gross. : 1 200). 


Puancue Il: Fia. 3 et 4. — S. ambofaciens : culture sur lame 
en milieu de Czapek (Gross. : 1 200). 


L’ACTION DE LA PENICILLINE 
SUR LE METABOLISME PROTIDIQUE 
DANS LES CELLULES PROLIFERANTES DES BACTERIES 


[DEUXIEME PARTIE] (*) 


par Luoyp G. K. CARR et M. MACHEBOEUF ->. . 


(Institut Pasteur.) 


ACTIVITES PEPTIDOLYTIQUES ET PROTEOLYTIQUES 
DE « STAPHYLOCOCCUS AUREUS »). 


Pour déterminer si la pénicilline posséde la propriété générale 
d’empécher l’hydrolyse peptidique dans les bactéries pendant leur 
croissance, nous avons choisi une autre espéce, un aérobie, a 
savoir Staphylococcus aureus, suivant les méthodes exposées dans 
le premier Mémoire. 

Nos résultats représentatifs sont résumés dans les tableaux I 
etoile 

De ces résultats nous pouvons conclure que laction de la 
pénicilline se traduit par un empéchement du pouvoir peptidasique 
dans les cellules proliférantes des bactéries. Ces faits permettent 
de penser que cette action de la pénicilline est un phénoméne 
général chez les bactéries. Cependant pour Staphylococcus aureus 
on ne trouve pas beaucoup d’activité peptidasique dans les sur- 
nageants. C’est pourquoi nos résultats ne concernent que les bac- 
téries seulement. 

Les résultats actuels montrent une suppression relativement 
sélective des activités peptidasiques de Clostridium sporogenes 
(voir premier Mémoire) et Staphylococcus aureus trailés par la 
pénicilline. Ce fait n’avait pas été noté par Gorini qui travaillait 
avec des cultures soumises a l’action de l’antibiotique pendant un 
temps considérable, entrainant la lyse des bactéries. 

La perte du pouvoir de dégrader les dipeptides et les poly- 
peptides présentant un groupe NH, libre (aminopolypeptidase) 
sous l’effet de la pénicilline (& doses infra-bactériostatiques), inter- 

(*) Manuscrit recu le 15 avril 1954. 


(1) Pour les autres résultats : voir Thése de Lloyd G. K. Carr, 
Paris, 1954, 
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Tasteau I. — Staphylococcus aureus. 
Résultats obtenus avec 10 U. O./ml de pénicilline. 


Pourcentage des groupes : Pourcentage des groupes 

NHo libérés en fonction ; NH2 libérés en fonction 

du temps. Témoins déduite ; du temps rapportés au nombre 
de mg. d’Azote bactérien 
total, 


eens 


Temps des prélévemente 


Temps des prélévementa 


. 
: 
. 
: 
. 
. 
: 
. 
e 
. 
. 
: 
. 
° 
. 
. 


SUBSTRATS 


en minutes H en minutes 
° 


DIGLYCINE u/10 : B engh Gb shel 2 
& CYSTEINE u/6 : : : : 
ore M/30 : : : : 
&{ DIGLYCINE M/10 : : : : 4 : : : 
fl CYSTEINE M/6 3 : : : : . 3 3 
KR Fe*® u/30 BOLT BS 550ad 3), 30s 5 12 D5 grs 5466, 80 57%. 201728 gd 
PENICILLINE : : : $ 4H : 5 : 
10 U.O./ml, 3 : 3 : : : : : 
LEUCYLDIGLYCINE : : : : : : : : 
& ¥/10 : : : ; : : : : 
&  GYSTEINE M/6 : 16,6: 19,2: 29,7: 35 : 0,79 : 0,805; 1,25: 1,38 
4 Fet* u/30 : : : : 3 3 3 3 
f{ LEUCYLDIGLYCINE ; : : : : 2 : 2 
a M/10 = . 8 5 . 5 2 - 
& CYSTEINE M/6 cielo ae OMG eel> COs amL ete MLOLNSTO,-39cmO,ce 
& Fet® 4/30 : : a : : : : 3 
& PENICILLINE : : : : : : : 3 
10 U.0O./ml. : : g : < 3 : Z 


————————_—0.000CO 


Incubation deux heures. Volume total 3,5 ml. Suspension 1 ml. Tempéra- 
ture 37°,5 C. Tampon phosphate M/75, pH 7,8 (glycylglycine) pH 7,2 (leucyl- 
diglycine). 50 ml de culture pour chaque prélévement. 


TasLeau Il. — Résultats des mesures par l'appareil de Kjeldahl et 
Vélectrophotométre de Meunier, 10 U. O./ml pénicilline, Staphylo- 
eoceus aureus. 


: Lectures photométriques : Nombre de mg. D’azote 

: mettant en évidence la crois-: bactérien par 1’appgreil 

: eance de bact4ries, ¢ de Kjeldahl, 

: Temps des prélévements 4 Temps des prélévements 

3 en minutes, : en minutes. 

Oo > nea Ua EG. 6 Or GAs LD O16 
Non traité : 242: 256 : 278 : 284 3 0,210: 0,238 : 0,238: 0,252 
nS Se Se 

Traité avec : : : : : $ : H 
10 U.sO./ml. : 242: 250 : 246 +: 254% : 0,210: 0,210 : 0,224; 0,238 
PENICILLINE : : : : : : : : 

a. . . *. H . e vd 


vient probablement de facon importante dans la toxicilé de Pant- 
biotique. 

On concoit les répercussions de cet effet métabolique sur les 
processus de biosynthése des protéines en général, s’il est vrai 
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qu'il exisle un équilibre dynamique entre ces constituants et les 
amino-acides, équilibre résidant dans une dégradation et une 
resynthése des liaisons peptidiques. 

On peut concevoir d’autres conséquences de ce trouble : inhi- 
bition de la dégradation ou de la synthése du glutathion, dont 
nous avons fait ressortir le role biologique indispensable. 

La suppression des activités protéolytiques chez les bactéries 
traitées pendant la croissance par la pénicilline nous a incités a 
rechercher si cet effet métabolique était spécifique, ou si, dans les 
mémes conditions de traitement, d'autres activités métaboliques 
disparaissaient également. 

Nous avons done envisagé le cas d’un autre systéme enzy- 
matique, le cas d’une phosphatase. 


ACTIVITES PHOSPHATASIQUES DE « CLOSTRIDIUM SPOROGENES ) 
ET «@ STAPHYLOCOCCUS AUREUS » TRAITES PAR LA PENICILLINE 
PENDANT LA CROISSANCE. 


Pour notre étude de l’activité phosphatasique nous avons pré- 
paré deux flacons contenant cing cents millilitres (500 ml) du milieu 
usuel (voir premier Mémoire). Ce milieu est inoculé avec 10 ml 
dune culture de Clostridium sporogenes et 20 ml d’une culture de 
Staphylococcus aureus. On laisse les cultures croitre pendant 
vingt heures. Elles sont ensuite traitées par la pénicilline 4 cin- 
quante (50 U. O./ml) pour le Clostridium et a dix (10 U. O./ml) 
pour le Staphylococcus. On les laisse croitre pendant une heure. 
Les cultures témoins ne sont pas traitées. Les cultures sont ensuite 
centrifugées a basse température, et les bactéries obtenues sont 
lavées deux fois, et finalement mises en suspension dans 5 ml d’eau 
bidistillée. 

Les mélanges en vue d’effectuer étude de Vhydrolyse d'un 
ester phosphorique sont préparés comme suit 


SUSPENSION. men) ean 4 ml 
Tampon borate M/30, “pH UY a 4 ml 
Glycérophosphate de sodium a : 4 ml 
MgCl M/100. ORs ORAS oko Re Seer, ulema 
Bau bidistiléer. 2. Gla. ss, cy ee een cite COL Sn moral 


Pour la détermination de l’activité phosphatasique, nous avons 
employé la méthode de Machebceuf et Delsal [4]. 

Aprés agitation pendant deux et quatre heures respectivement 
en anaérobiose pour le Clostridium et en aérobiose pour le Sta- 
phylococcus, les tubes contenant les mélanges sont mis immédia- 
tement dans de leau glacée. 5 ml d’acide irichloracétique 
i 10 p. 100 sont ajoutés aux mélanges. On préléve 3 ml de 
chaque tube et on y ajoute encore 3 ml d’acide trichloracétique. 
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Aprés quinze (15) minutes les mélanges respectifs sont centri- 
fugés. 5 ml de surnageant sont conservés pour le dosage. 
La préparation suivante est effectuée : 


SUNG IOe ate ino ae alle 5 ml 
Nonensuliuniqnuerconcentréiy el ere on. 0,4 mil 
Solution de molybdate d’'ammonium (40 °/, eneau).... 4 mil 
Solution de sulfite de sodium (20 °/. en eau) : 4 mil 


Solution acide dhydroquinone (“ontenant pour 100 ml 0,5 g 
@hydroquinone et I goutte d'acide sulfurique concentré). 4 


a Uet oeals mye OFS Peet Omemna 


On mélange trés vite la préparation ci-dessus et on fait les lec- 
tures photométriques (écran orangé). On prépare aussi pour la 
solution étalon une solution de phosphate monopotassique ren- 
fermant cent wg (100 pg) de phosphore dans 1 ml (43,9 mg de 
PO,H,Kx dans l’eau q. s. p. 100 ml). Cette méthode est basée sur 
la réduction de lacide phosphomolybdique par Vhydroquinone, 
donnant une coloration bleue. 


Activités phosphatasiques ‘‘ Staphylococcus aureus” 
traité par la pénicilline pendant une heure 


Suspension’ tase moe ee tise een. fe 4 ml 
Glycérophosphate de sodium M/10 . . 4 ml 
Tampon borate M/30, pH 7,2 ..-.. So) te elec | 
Bausbigistiliceme riot 3) eapees. see eunee ce: OrSe Ps ben! 


MICGROGRAMMES DE PHOSPHORK 


CHAQUE LECTURE 


libérés en fonction du temps 
des agitalions 
Dose selon Machebceuf et Delsal 


RAPPORT DES MICROGRAMMES 
de phosphore libérés au nombre 
de mg d’azote bactérien 


‘ (cultures cifférentes) 
deux essais 


2 heures 4 heures 2 heures 4 heures 
Témoin non traité 10,3 78,38 4,44 31,2 
Pénicilline 10 U.O /al 18,9 105,97 1,18 4A 


ES A SIO EE ESD SO IE A SE TESTE SSE 8B SL SLE EE SAIL I IE SOIT 2 EER IEE SS IE EEE EE EE EDIT ENA SSE EES BFE 


Résultats des mesures par l’appareil de Kjeldahl 
« Staphylococcus aureus », 10 U.O./ml de pénicilline. 


SES SRST 8 SEE SS ET YA SE SE SLE EO SET 


NOMBRE DE MG D’AZOTE BACTERIEN 
décelé par l’appareil de Kjeldahl 
Temps des agilations en heures 

(cultures différentes) 


2 heures 4 heures 
INO URAC oracle mmo re 2,506 2,506 
Traité avec 10 U.O./ml . 2,632 2,408 


49 
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On trouvera les résultats de nos expériences dans les tableaux 
ci-joints pour Staphylocoecus aureus. Il suffit de dire que nous 
avons obtenu des résultats similaires avec Clostridium sporo- 
genes [4]. 

On voit que l’activité phosphatasique est augmentée. 


EXPLICATIONS POSSIBLES DE CE PHENOMENE. 


A. — Peut-¢tre y a-t-il une modification de la texture super- 
ficielle des bactéries favorisant la combinaison enzyme-substrat. 
Cette hypothése a déja été avancée par Hotchkiss [2] pour le 
mode d’action de la gramicidine. Hotchkiss a suggéré que des 
bactéries lavées, préalablement traitées par un antibiotique (gra- 
micidine), puis mises en suspension dans un tampon, sont 
obligées de faire un réarrangement de leur matériel cellulaire 
ou d’utiliser les substrats qui ont été fournis dans les expériences. 
Si l’on peut, dans ces circonstances, détecter une altération du 
métabolisme, il y a beaucoup plus de chances que ce soit, sinon 
dans laltération principale, du moins dans la chaine des événe- 
ments ayant un effet sur la croissance des cellules. 


B. — Il faut considérer une autre possibilité, 4 savoir : les 
compétitions dans la biosynthése des enzymes. Les _ obser- 
vations de Monod [{8, 9] sur les bactéries et les travaux de Spie- 
gelman {44, 12, 13] sur l’adaptation enzymatique chez les levures 
prouvent que des interactions compétitives existent entre les 
systémes formant les enzymes. De plus, Monod [9] a suggéré 
que peut-étre la suppression d’un systéme enzymatique entrai- 
nerait un accroissement d’activité dans un autre systéme 
enzymatique. 

Sur la nature générale de Vinteraction des enzymes, Spie- 
gelman [42] pense que l'état le plus probable entraine la formation 
d’un enzyme particulier faisant intervenir une série d’enzymes 
qui entrent en jeu lors de sa formation. On peut penser que cer- 
tains enzymes seraient utilisés préférentiellement, et quand ces 
enzymes tombent au-dessous de certaines valeurs critiques, 
d'autres cnzymes sont mis en ceuvre pour fournir le matériel exigé 
pour la formation de l’enzyme induit. La possibilité d’interaction 
entre deux systémes enzymatiques ne repose pas seulement sur la 
similitude de leurs constitutions, mais sur la capacité des sys- 
temes qui les forment, & enltrer en compétition lun avec l’autre. 
Peul-€tre pouvons-nous imaginer un précurseur commun pour 
la phosphatase et la peptidase parce que ces deux systemes 
enzymatiques sont considérés comme métallo-protéiniques. 

Rappelons les travaux de Maschmann [5, 6, 7] mentionnés anté- 
ricurement au sujet des complexes peptidasiques, ct notons main- 
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tenant les opinions de Roche [40] sur les complexes phospha- 
tasiques. 

L’analyse des préparations purifiées de phosphatase alcaline a 
démontré qu’elles contiennent du magnésium ainsi qu’une quan- 
tité minime de zinc dont la plus grande partie est dialysable. 
Des faits similaires ont été obtenus avec la carboxylase de levure, 
dont la constitution est mieux définie. Par l’analyse, Roche croit 
que la phosphatase alcaline est une protéine possédant une acti- 
vité en relation avec un complexe métallique (probablement du 
magnésium), avec certains groupes aminés de l’apoenzyme et un 
peptide dissociable. Pour expliquer les similitudes dans ces com- 
plexes protidiques on peut envisager un déplacement de compé- 
tition entre deux systémes enzymatiques ayant un précurseur 
commun comme c’est probablement le cas pour la peptidase et 
la phosphatase, favorisant le systeme non bloqué. En outre, avec 
laccumulation des peptides par la perte du pouvoir peptidasique, 
on trouverait un accroissement de [activité phosphatasique. 

Signalons que Lwoff [8], dans ses études sur les « pertes de 
fonctions » dans l’évolution des protozoaires et des bactéries, 
a suggéré que les mémes pertes sont avantageuses dans certaines 
conditions. Cet auteur pense que l’absence de certaines réactions 
biosynthétiques tend a une économie d’énergie. C’est dire que Ja 
diminution du pouvoir de synthése pourrait étre avantageuse 
thermodynamiquement. 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 7 Octobre 1954. 


Présidence de M. DusarRiIc DE LA RIVIERE 


COMMUNICATIONS 


LESIONS PROVOQUEES PAR UN VIRUS MENINGITIQUE, 
ANORMAL PAR SA RESISTANCE, SES DIMENSIONS, 
SA REPARTITION DANS L’ORGANISME 


par M. FAVRE, P. SEDALLIAN et A. BERTOYE. 


(Institut Pasteur de Lyon.) 


Nous avons décrit récemment [4] les caractéres d’une souche de 
virus isolé dans une méningite aigué lymphocytaire, dont les déter- 
minations expérimentales sur le cobaye, la souris et lceuf incubé 
étaient comparables 4 celles que provoque le virus de la_ chorio- 
méningite, mais dont la résistance & la chaleur comme au vieillisse- 
ment et la persistance inaccoutumée dans le liquide céphalo-rachidien, 
le sang et les selles du malade le séparaient nettement du _ virus 
d’Armstrong. 

Les lésions histologiques relevées chez le cobaye expérimentalement 
inoculé font Vobjet de la présente note. 

Les cobayes dont Vamaigrissement est considérable au moment de la 
mort, ne présentent point de Iésions macroscopiques. 

Les Iésions histologiques des organes sont discrétes : congestion 
vasculaire du foie, avec parfois quelques leucocytes ayant pénétré 
dans le lobule. Dans certains lobules, il a été observé des cellules 
hépatiques en voie de dégénérescence. 

La congestion rénale, pulmonaire et cérébrale est irréguliérement 
rencontrée. La congestion des méninges, sans réaction cérébrale, a été 
également irréguliérement notée. 
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Les testicules observés présentent des lésions diffuses. Les cellules 
séminiféres sont souvent altérées; dans un grand nombre de tubes 
les spermatozoides ont disparu. 

Mais, en appliquant aux préparations la méthode de coloration ayant 
permis 4 l’un de nous de découvrir pour la premitre fois les corpuscules 
élémentaires de la maladie de Nicolas-Favre (1), nous avons pu mettre 
em évidence, dans le foie, le poumon et le testicule, des corpuscules de 
tailles diverses, argyrophiles. Ceux-ci s’observent surtout dans le 
testicule, ott ils sont arrondis ou oviformes, irrégulitrement répartis 


Fic. 14. — Inclusions & la surface des tubes séminiféres 
vidés de spermatozoides. 


dans les canaux spermaliques, prédominant dans certaines cellules i& 
la zone de bordure, aux confins de la lumiére du tube. Souvent ces 


(1) Dés 1913, M. Favre observe dans des ganglions poradéniques trailés 
par Je nitrate d’argent des granulo-corpuscules dont il reprend létude 
en 1919. Il en signale l’importance dans la thése de A. Phylactos, Lympho- 
granulomatose des ganglions inguinauz (Uleére vénérien adénogéne). Ses 
rapports avec le bubon climatérique. Thése de Lyon, 1922. Il n’ose affirmer 
leur valeur pathogéne, mais réserve expressément la signification de ces 
granulo-corpuscules qu’il étudie par la suite dans de nombreuses notes [2}. 
Iin 1941, M. Levaditi pose 4 la Société de Dermatologie la question de 
savoir qui le premier a vu les granulo-corpuscules de la lymphogranulo- 
matose inguinale. Il donne le moyen de répondre a cette question. « Celui 
qui pour la premiére fois a vu ces corpuscules est celui qui le premier a 
employé sur un matériel riche en granulo-corpuscules, une méthode de 
coloration adéquate ». I] reconnait que si la méthode de Giemsa des 
Japonais est « adéquate », une autre méthode l’est davantage encore, la 
méthode d’imprégnation argentique, employée par Favre des 1912. Elle 
donne sur coupes de ganglions poradéniques d’admirables résultats. 11 
nest pas douteux qu’il ait vu le premier le virus de sa maladie. 
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granulo-corpuscules sont groupés en petits amas. La plus large part 
des altérations des cellules testiculaires semble relever de |’action de ces 
granulo-corpuscules. fe J 

Ces granulo-corpuscules ont les caractéres des corps élémentaires 
viraux. Ils fixent par leur présence une taille élevée 4 ce virus, qui se 
sépare ainsi par ce nouveau caractére des virus de chorioméningite 
connus. 
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DONNEES NOUVELLES 
SUR L’HABITAT ET LA CYTOLOGIE 
DE GLOSTRIDIUM CORALLINUM 


par A.-R. PREVOT et H. THOUVENOT. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Dans le foie d’un pore mort avec des signes de botulisme et ot nous 
cherchions 4 détecter soit la toxine botulique, soit Cl. botulinum, ni 
Vun ni l’autre n’ont été décelés ; par contre, une souche de Cl. coralli- 
num var. durieuxi en a été isolée, ce qui porte le nombre des souches 
de cet anaérobie étudiées depuis 1944 a neuf. 

I. Cette étude nous a d’abord permis de modifier nos conceptions 
sur l’habitat de ce germe. En 1948 [4] nous pensions que c’était un 
germe qu’on rencontrait exclusivement dans les sols (France et Séné- 
gal). Depuis cette époque nous avons isolé Cl. corallinum de varechs 
en putréfaction et de divers organes de l’-homme ct des animaux : 

Souche 482: isolée en 1949, par P. de Lajudie, 4 Hanoi, d’un abces 
profond chez un Vietnamien (variété joncherei). 

Souche Ga2 : isolée par Potvin, en 1951, de Vintestin d’un gardon 
péché dans un étang domanial de la forét de Rambouillet. 

Souche PC, : isolée en 1953 de varechs en putréfaction prélevés dans 
la zone de balancement des marées d’une plage du Cotentin. Ces 
varechs étaient porteurs de taches colorées rouge-corail ; nous avions 
pensé qu'il existait une relation entre cette coloration et le pigment de 
Cl. corallinum. Ayant ensemencé des échantillons de varechs verts 
’ immergés en eau de mer stérile avec des cultures abondantes de la 
souche PC,, nous n’avons pas réussi d provoquer le rougissement de 
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ces varechs, bien que le germe se soit mulliplié dans cette macération 
Par contre, des varechs frais stérilisés en bouillon VF glucosé et ense- 
mencés avec la souche T,R ou la souche PC, ont isoonanient rougi 
dans la zone supérieure du tube. La méme expérience répétée avec Ne 
feuilles de pommier, de poirier et de rhubarbe a montré un léger 
rougisssement de ces feuilles dans la partie supérieure des are 


Fic. 1. — Clostridium corallinum. Coloration de Casarés Gill. 
Gross. : X 850. Photomicrographie P. Manigault. 


ouverts, alors que les feuilles de lilas, de vigne et de cognassier n’ont 
pas présenté ce phénoméne. 

Souche 1116R : isolée en 1954, d’un foie de porc. 

Cette souche est done la quatriéme que nous isolons hors du sol, 
contre cing isolées des sols et nous pouvons maintenant définir habitat 
de Cl. corallinum : « Sols de France et du Sénégal , eau douce et eau 
de mer ; organisme humain (Asie) ; intestin du poisson ; organisme 
du porc ». Le cycle écologique de ce germe est donc semblable a celui 
de la plupart des Clostridium : sol, eau de mer et eau douce, intestin 
des animaux. 
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Il. La souche 1116R étant particuliérement mobile, nous en avons 
coloré les cils par la méthode de Casarés-Gill sans modifier la technique 
classique, sauf le remplacement de la fuchsine acide par la fuchsine 
basique. Or, sur les préparations obtenues, nous avons pu observer 
une image que nous n’avions encore jamais vue : 4 cété de Clostridium 
dont le cytoplasme était fortement coloré en rouge et porteur d’une 
huitaine de cils, il y avait, en de nombreux points de la préparation, 
des corps microbiens non colorés, paraissant vidés de leur cytoplasme, 
transparents, mais limités par une membrane d’enveloppe trés nette, 
linéaire, fortement colorée en rouge foncé, donnant une image trés 
réguliére semblant avoir été dessinée au trait. Nous avons demandé a 
notre collégue P. Manigault de bien vouloir photographier cet aspect 
inattendu (voir la fig. 1). Cette membrane semble étre un peu plus 
épaisse qu’un cil, elle porte une ciliature péritriche enti¢rement 
semblable en nombre, forme et affinité tinctoriale 4 celle des cellules 
pleines. Nous ne pensons pas qu’on puisse trouver une plus belle 
figuration de la membrane des bactéries. Nous ne pouvons malheureu- 
sement pas expliquer pourquoi cet aspect n’apparait jamais (a notre 
connaissance) dans la coloration de Casarés-Gill, ni pourquoi certaines 
cellules sont pleines, alors que d’autres, dans la méme gouttelette, 
paraissent vides et réduites 4 leur membrane et a leur ciliature. Les 
seules hypothéses valables que nous puissions faire sont: 1° que Cl. 
corallinum souche 1116R constitue un matériel de choix pour l'étude 
de la membrane bactérienne et 2° que, suivant la Joi générale d’hétéro- 
généité des populations bactériennes, Cl. corallinum présente des 
cellules capables de montrer plus facilement que d’autres leur 
membrane d’enveloppe. Il est également difficile de dire si l’organe 
que nous avons coloré est la paroi celiulaire, la capsule, la couche 
muqueuse ou la membrane cytoplasmique. Toutefois, d’aprés les tra- 
vaux récents de Weibull (1953 [2]) nous serions plutét enclins & penser 
qu’il s’agit de la membrane cytoplasmique. 

Résumé. La notion d’habilat pour Cl. corallinum s’étend a lorga- 
nisme de l’homme et des animaux et a l’eau de mer. La membrane 
de Cl. corallinum a été colorée par la méthode de Casarés-Gill. 
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LES VARIATIONS 
DANS LA FERMENTATION DES GLUCIDES 
PAR SALMONELLA GALLINARUM 
ET SALMONELLA PULLORUM. 
LEUR INTERET DIAGNOSTIQUE. 


par Rosert NEEL, Léon Le MINOR et Hossein TASLIMI. 


(Institut Pasteur, Paris. Institut Razi, Iran.) 


Le comportement biochimique des germes du groupe Salmonella 
gallinarum-Salmonella pullorum a fait Vobjet de trés nombreuses 
études, pour la plupart d’ailleurs relativement anciennes. 

Tl en est résulté la description d’un certain nombre d’espéces, 
variétés ou types, sur lesquels les auteurs ne sont souvent pas d’accord 
en raison des criteres biochimiques adoptés par les uns et rejetés par 
les autres. Parmi les travaux les plus récents, citons ceux de Pacheco 
et Rodrigués [4], Kauffmann [2], Delpy et Rastegar [3], Lucas et 
collaborateurs [4]. 

Finalement Kauffmann [5] résume la question en n’admettant 1’exis- 
tence que d’une seule espéce sérologique, Salmonella gallinarum-pullo- 
rum (1, 9, 12 :— :—), avec les deux types biochimiques classiques, 
S. pullorum et S. gallinarum, entre lesquels se situent un certain 
nombre de variantes biochimiques intermédiaires, sans qu/’il soit 
besoin de donner 4 chacune d’entre elles un nom spécial. 

Mais proposer une classification ou admettre l’existence de variantes 
biochimiques implique pour les critéres retenus comme base de classi- 
fication, ou l’absence de variation, ou l’existence de variations dans 
certaines limites bien définies. 

C’est ainsi que, si l’on retient le comportement vis-a-vis d’un glucide 
déterminé, Ja variation ne pourra porter que sur des _ différences 
d’intensilé ou de rapidité de la fermentation, autrement dit il s’agira 
d’une variation dans le positif. 

Aussi Pacheco et Rodrigués [1] et Delpy ct Rastegar [3] se sont-ils 
attachés & montrer que : 

1° si des résultats discordants, voire méme opposés, avaient été 
obtenus par divers expérimentateurs pour des souches identiques et 
a des époques différentes, cette discordance ou opposition était due a 
Vemploi de techniques non comparables (composition du milieu de 
culture, indicateur de réaction). 

2° la transformation d’un type en un autre n’était pas possible, 
justifiant ainsi l’individualité des variations proposées. 

Or, nous ayons observé un certain nombre de faits, relatifs notam- 
ment & Vutilisation des glucides, et qui sont en opposition avec les 
conclusions précédentes. 
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Nous n’avons pas en vue ici le pouvoir gazogéne, dont la fixité est 
des plus discutables : production de gaz avec certains glucides et 
absence avec d’autres [4, 3], perte de cette fonction par conservation 
et réapparition au cours de repiquages (constatations personnelles), 
augmentation d’un pouvoir gazogéne faible et tardif aprés passage Un 
vivo [3], obtention de souches gazogénes 4 partir de souches non gazo- 
génes (Smith et Ten Broek, Doyle), 14 encore par passage in vivo eb, Bile 
Il est d’ailleurs assez paradoxal de vouloir se baser sur la production de 
gaz pour séparer deux variétés de S. gallinarum et de S. pullorum, 
alors que pour d’autres types bien individualisés sérologiquement et 
normalement gazogénes on a isolé des souches agazogénes, sans en 
faire pour cela des variétés spéciales. Nous ne citerons comme exemple 
que les variantes agazogénes de Salmonella type Dublin que nous avons 
eu occasion de rencontrer. 

Nous ne voulons considérer au contraire que des variations indis- 
cutables observées dans la fermentation de trois glucides sur lesquels 
repose essentiellement le diagnostic des variétés et types de S. galli- 
narum-S, pullorum, c’est-a-dire d’abord la dulcite, ensuite le maltose 
et le xylose. Nous y joignons aussi la mannite, a propos de laquelle, 
nous avons fait des observations analogues avec une des deux souches 
mannite-négatives que nous avons isolées dans un méme foyer de 
typhose aviaire. 

Rappelons qu’il y a quelques années, Hinshaw et ses collabo- 
rateurs [6], réétudiant 300 souches de collection de S. pullorum du 
type américain (xylose 0), qui étaient toutes a l’isolement maltose 0, 
ont vu qu’un certain nombre d’entre elles, aprés conservation au labo- 
ratoire, donnait un pourcentage variable de subcultures fermentant 
plus ou moins rapidement ce glucide et que le passage in vivo sur 
dindon de 16 subcultures, provenant d’un exemplaire devenu maltose 
positif accélérait le processus de fermentation, a l’exception de l’une 
d’elles redevenue maltose négative comme la souche originelle. 


Matériel et méthode. — Nous ne mentionnons ici que les souches qui 
ont fait Vobjet d’une étude approfondie : 

Les unes ont été isolées en Iran : n° 18, 515 ei 516: S. gallinarum et 
n° 583: S. pullorum. 

Les autres nous ont ¢té aimablement envoyées par le D™ Lucas, de 
I’Ecole d’Alfort : n° 633: S. pullorum type B de cet auteur et n° 636 : 
S. gallinarum type IV de la méme classification [4]. 

L’action sur les glucides a été recherchée sur milieu A l’eau peptonée, 


classiquement utilisée pour les Enterobacteriaceae et les Salmonella 
en particulier : 


Peptonens sare. 


10 g. 
Chlorure de sodium ey eae ote: es toon en Be 
GINICIGe, a) Sere ms eon een 
Eau distillée . Senile 


Bleu de bromothymol sodique a 1/500 0.8. 
Diisie snes 


Le glucide slérilisé par filtration et l’indicateur sont ajoutés apres 
slérilisation du milieu & 110°. L’ensemencement, aprés contréle de 
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stérilité, est pratiqué a partir d’une colonie isolée sur gélose ordinaire 
inclinée. Les tubes sont capuchonnés et conservés i l’étuve pendant au 
moins trente jours. 

Seul est considéré comme positif le virage au jaune franc, la teinte 
bleu-vert étant considérée comme négative a l’instar des tubes restés 
dleus. 

Aprés deux ans de conservation au laboratoire, la vérification des 
propriétés biochimiques des souches a montré que, pour chacune 
d’elles, un des quatre glucides é6numérés plus haut, et non attaqué au 
moment de l’isolement, était fermenté par un certain nombre de 
subcultures dans un délai variable, mais toujjours plus ou moins 
Jentement. Par une série d’isolements suivis de repiquages en E. P. 
glucide, il a été possible d’exalter le pouvoir fermentaire apparu au 
cours de la conservation et d’obtenir finalement des souches glucide + 1. 
Aprés une nouvelle période de conservation d’un an au laboratoire, les 
caractéres biochimiques de la variante obtenue ont été & nouveau 
vérifiés pour contréler la stabilité de l’action observée. 

Nous n’avons pas essayé de cultiver sur milieu, ot: le glucide aurait 
été la seule source de carbone, une souche glucide négative. 


Résultats. — 1° Avec les souches de collection nous avons observé les 
résultats suivants : 

Souche 6386 : dulcite 0 et xylose 0. 

Nous avons obtenu deux variantes : 


686/602 a ee ac a ae ae dulcite + 4 xylose 0 
C3604: ee syecdermis = oti Rouse. Gutget ss dulcite 0 xylose + 1,4 


Souche 633 : maltose 0. 
Elle a donné une variante : 


GBI BS en ae Oke ons mete oe ica ene Homtoreae Esc ke . maltose + 1. 


N. B. — Signalons 4 ce propos que, dans la nature, on a isolé tous 
les intermédiaires entre les souches 0 et + [2, 4, 7]. 


Souche 18: xylose 0. 
Elle a donné une variante : 


ARIE) = 3. > Eh i@ cag OLiBh ed) fr ONES Mee EOI On ete Evan | et, SERN Oeste xylose + 4. 


Souche 515 : mannilte 0. 
Elle a donné une variante : 


AGH Asia Mean CoMeswmmi oat. ice eclirs Mece, cote Nene Meumaeairia FS mannite + 1. 


Cette souche ainsi que la souche 516, isolées d’un méme foyer de 
typhose aviaire, possédaient la propriété exceptionnelle pour une Sal- 
monella de ne pas faire fermenter la mannite (la fermentation du 
mannitol est classiquement paralléle 4 celle du glucose, excepté pour 
S. typhi suis). Comme exception, on ne connait qu’une souche de 
S. enteritidis (Badger) qui n’attaque pas la mannite et S. banana qui 
la fermente Jentement (Kauffmann [5]). Mais alors que 515 a présenté 
des phénoménes de variation, la souche 516 est restée mannite négative. 
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En résumé les constatations précédentes, ainsi que celles faites par 
Hinshaw et ses collaborateurs [6], peuvent étre condensées dans le 


tableau I. 
Tasieau I. 


Salmonella DULCITE MALTOSE XYLOSE 


LS | LT | 


Pullorum (Hinshaw et coll.). . . 0 


Pullorum 636/60 


636 
636/64 


633 
633/38 


Gaitinarum 


Pour mémoire: gallinarum 515 . . - mannite 0 
545/28. mannite + 4 


La lecture de ce tableau montre tout de suite qu’on peut donc passer 
par variation de S. pullorum (variété américaine) a S. gallinarum, 
autrement dit d’un type : 


Dulcite 0 maltose 0 xylose 0. 
au type : 
Dulcite + maltose + xylose +. 


2° Avec une souche étudiée immédiatement aprés son isolement du 
poussin, S. pullorum 583, nous avons constaté les faits suivants 

Cette souche était au départ maltose-positive lentement (en vingt-six 
jours). En appliquant dés le premier repiquage la méthode précédente, 
nous avions obtenu une colonnie attaquant le maltose en six jours. 
Puis cette propriété s’est peu a peu perdue et finalement nous n’avions 
plus que des subcultures n’attaquant plus le maltose. 

3° Enfin, il semble intéressant d’insister aussi sur la diversité des 
types isolés au cours d’une méme épizootie dans le méme foyer : c’est 
ainsi que lors d’une épizootie qui décima enti¢rement l’élevage d’Hayde- 
rabad, comprenant plus de 3 000 tétes de volailles (jeunes et adultes), 
nous avons étudié en particulier quinze souches de S. pullorum ; or, 
i cété de souches maltose-négatives nous avons eu des souches attaquant 
lentement ce glucide, une souche ne produisant pas d’H,S8, une autre 
attaquait rapidement le citrate... 

4° Enfin, il’ parait nécessaire de signaler aussi le fait que, avec un 
grand nombre de souches positives nous avons observé souvent des 
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différences de un & trois jours dans la positivité : + 1A + 3, ceci avec 
des glucides dont l’attaque peut étre malgré tout considérée comme 
relativement stable : maltose, dulcite, xylose, arabinose, tandis qu’avec 
la sorbite principalement et le rhamnose quelquefois, des différences 
considérables ont été constatées : + 2 & + 10, + 8 A négatif, + 3 
a + 16... 


Conclusions. — Il ressort des constatations précédentes : 

1° Que pour le groupe S. gallinarum-S. pullorum des variations 
considérables peuvent étre observées dans les fermentations glucidiques 
et que l’espéce est mal définie par ses caractéres biochimiques. Ceux-ci 
n’ont d’intérét que s’ils sont étudiés 4 l’isolement d’une souche. Il 
faut cependant faire la réserve que l’on peut observer des variations 
dans certaines fermentations dés l’isolement. 

2° Qu’en raison des variations précédentes et de la diversité des 
types isolés au cours d’une méme épizootie, l'étude biochimique des 
germes ne peut guére servir 4 appuyer une enquéte épidémiologiquce, 
comme c’est le cas pour de nombreuses autres salmonelles. 

8° Que s'il peut étre commode de conserver les deux types 
extrémes S. gallinarum et S. pullorum, tous les autres types bio- 
chimiques intermédiaires décrits ne correspondent pas a une réalité, 
d’autant que le passage in vivo, comme |’a montré Hinshaw, peut aussi 
accélérer une fermentation comme il peut |’inactiver. 

Le diagnostic de l’un ou l’autre type ne pourra parfois étre posé 
que grace aux caractéres morphologiques des cultures (toutefois dans 
de nombreux types de salmonelles on rencontre des souches donnant 
des cultures pauvres), sérologiques (dissociation de l’antigéne XII), ou 
a l’action des phages spécifiques. 

En résumé cette instabilité dans l’action biochimique est en faveur 
de l’unicité de l’espéce. D’autre part, des observations de plus en plus 
fréquentes a l’heure actuelle montrent que volaille adulte ou volaille 
jeune sont également sensibles aux deux variétés gallinarum et 
pullorum. 
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ETUDES SUR LA TOXINE R, DU BACILLE TYPHIQUE. 
il. — PREPARATION D'UNE TOXINE SOLUBLE 


par B. BIZZINI, M. DIGEON et M. RAYNAUD 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Au cours de recherches effectuées sur la toxine R, du_bacille 
typhique [41, 2] (1), nous avons obtenu un produit soluble (P,), 
toxique et antigénique. La préparation de ce corps est délicate. Les 
deux digestions trypsique et phosphatasique suivies d’une déprotéini- 
sation selon Sevag constituent des temps opératoires délicats qui 
entratnent des pertes parfois considérables de matériel. Si bien qu’il 
n’était pas possible d’envisager de préparer par cette technique la 
quantité relativement élevée de toxine purifiée nécessaire 4 1|’étude 
de ses propriétés. Par ailleurs, le produit P,, quoique soluble au 
moment de sa préparation, devenait par conservation, aprés lyophili- 
sation, de plus en plus difficile 4 dissoudre. Cette insolubilité, témoin 
d’une transformation lente du type dénaturation, s’accompagne d’une 
baisse appréciable de toxicité et rend difficile 1’étude immunologique 
de la toxine. 

C’est pourquoi nous avons cherché une autre technique de prépa- 
ration. Nous avons essayé divers types de dégradation de la toxine 
brute P, (2) [extrait hypertonique dialysé précipité & pH = 4,0 par 
Vacide acétique]. L’hydrolyse par l’acide acétique N/10 a 60° ou a 100° 
n’a donné que des fractions peu ou pas toxiques. Il en est de méme 
de hydrolyse alcaline 4 50° ou & 25°. La seule méthode qui nous ait 
permis d’obtenir un produit soluble toxique consiste dans l’hydrolyse 
par l’alcool alcalin & — 15° pendant trente minutes. 

Technique. — On met en suspension 1 g de P, dans 20 ml d'eau 
distillée. On ajoute de la soude normale jusqu’a obtenir un pL =a 
(il faut en moyenne 1,7 ml de soude normale pour 1 ¢ de Pe On 
ajoute 10 @ de NaCl : le volume est complété 4 100 ml. Le produit Ps 
se dissout ‘presque entiérement & ce pH. On refroidit & 0° et on centri- 
fuge & grande vitesse pour éliminer le petit résidu insoluble. Le 
liquide surnageant est refroidi & —8°. On ajoute alors 200 ml 
d’éthanol refroidi préalablement & —15°. On laisse trente minutes 
4 — 8°— 10°. Un précipité abondant apparait, que l’on recueille par 
centrifugation 4 — 8°. Aprés dissolution dans l’eau distillée et dialyse 
a 0° pendant douze A vingt-quatre heures, on lyophilise. Le produit 
obtenu constitue la toxine soluble « a ». Le surnageant de la préci- 


(1) Ce mémoire est le troisisme d'une série dont les deux premiers élé- 
ments sont représentés par les publications [4] et [2]. 

(2) Il y a intérét a préparer cette toxine brute P, a partir de germes frais, 
les résultats étant plus réguliers qu’a partir de germes ‘desséchés par 
Pacétone ou par lyophilisation. 
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pitation ne contient pas de produit toxique. Le précipité « a » contient 
70 4 80 p. 100 de la toxicité initiale. Il se dissout trés facilement dans 
Veau en donnant une solution opalescente (solubilité maxima 10 
a 12 mg par millilitre). Les réactions colorées suivantes sont positives : 


1,000 


DENSITE OPTIQUE 
Kee) 
(@} 
[e) 


0,600 


0,400 


0,200 


O n Se | iL pal ERS | Re 
CoO 4 OMe On coo) §270)) 280200} SOOM GIO 320 
MU 


jMiged ae 


Biuret, Xanthoprotéique, Ninhydrine, Sakaguchi, Hopkins-Cole, Millon, 
Dische & la diphénylamine, Mejbaum. 
Le spectre ultra-violet d’une préparation est reproduit sur la figure 1. 
La composition chimique se trouve indiquée aux tableaux I et Te 
La toxine soluble « a » se conserve bien 4 basse température sous 
forme lyophilisée. Au bout de six mois, la toxicité diminue légcrement 
mais le produit reste parfaitement soluble dans l’eau. 
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Discussion. Résumé, — Les résultats des analyses rapportés aux 
tableaux I et If montrent que la toxine « a » est emcore un produit 
complexe. Les tests immunologiques d’homogénéité (précipitation spe- 


TaBLEAu L. 
7 t wa 7 1 hs ci; 1 1 x i 
1préparation}Toxicite”} N ‘ 2 'Glucides }Pentoses } Cendres ; Rendement ; 
‘ 1 ' ' a . ae ee 
: Ne i {Kjeldahl H i i { Poids j Toxicité} 
een ane me oes aa ——— a “a t ' ? 
isooo Bf «(0,8 f (10,4 4) 4 i 13,5 : = : 19,4 $ 100 § 100 } 
‘ ' 4 ' H H 
i a} 0;360 9) Bf6—1 200.5) 2300) oe ney eee a ee ae 
' 1 ' ’ ‘ ' i ' ' : 
{ee a eee ry , ' fy M , A 
18032 Py f 0,50 } 9,08 $ 1,78 i 12,96 $ 1,62 } : : : 
H . 
1 a 1 0,25 1 “eed 67} 4542 2 tren $975 Pb) a ee 
1 s 4 ' , ’ ? ' ' : 
gg a 
: H : : H i A : : z 
sere Py i 0,25 i 8,76 i 1,80 i 12,70 i 1,80 : ; H ; 
' Bf OAR TAGs UBT PAGO ete KS a eee oe | 
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*D.M.M. Dose (en mg) tuant 400 p. 100 des souris '20 g) en quatre jours aprés 
injection intra-péritonéale. Les autres résultats sont exprimés en p. 100 du 
poids sec. 


™ Le rendement est exprimé en p. 100 par rapport a Py. 


cifique en gel) révélent dans la préparation, au moins quatre constli- 
tuants distincts. La solubilité de ce produit et sa bonne conservation 
rendent possible cependant l'étude de ses propriétés biologiques, qui 
feront Vobjet d’une publication ultérieure. L’absence d’homogénéité 
ne permet cependant pas de tirer de conclusion définitive sur la nature 
chimique réelle de la toxine. 
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RECHERCHES SUR L’ACTIVITE 
ANTIBIOTIQUE ET « PROBIOTIQUE » 
DE DIVERSES CORYNEBACTERIES NON PATHOGENES 
A L’EGARD DE CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIA 


G. TERRASSE et R. SOHIER. 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de Lyon.) 


Dans deux notes publiées en 1949, J. Thibaut [4, 2] attira l’atten- 
tion sur l’activité antibiotique intraspécifique de diverses especes de 
corynébactéries. Il nous a paru intéressant d’examiner notre collection 
afin de déceler les souches de corynébactéries non pathogénes suscep- 
tibles d’inhiber la croissance de C. diphtheriae et d’essayer d’évaluer 
Vimportance des perturbations que peuvent apporter ces espéces au 
diagnostic bactériologique de la diphtérie. 


MarérieL. — Les souches testées se répartissent de la facon suivante : 
36 souches de bacilles diphtéroides ont été mises en présence de 
23 souches de C. diphtheriae. Parmi les premiéres, 2 nous ont été 
envoyées par J. Thibaut (1) [souches V62 et HA10], 8 ont été isolées 
en Belgique par M. Welsch et sont conservées dans ce laboratoire depuis 
plusieurs années, 3 souches font partie de la collection de 1’Institut 
Pasteur de Paris ; enfin, 23 souches ont été isolées dans ce laboratoire ; 
soit au total : 13 souches de type H, 3 de type V, 2 de type X, 13 de 
type Y et 5 de type Z (d’aprés Ja classification de M. Welsh). Sur les 
23 souches de C. diphtheriae, 19 ont été isolées 4 Lyon, 2 nous ont 
été envoyées par J. Thibaut, 1 fait partie de la collection de l'Institut 
Pasteur de Paris et 1 de la collection du Laboratoire Central d’Hygitne 
du Ministére de la Santé Publique de Bruxelles. 


Mérnope. — Aprés de nombreux essais inspirés des techniques de 
J. Thibaut, nous nous sommes arrétés a Ja technique ci-dessous qui 
nous a donné les inhibitions maximum. 

Nous avons utilisé le milieu dit « 107 » ayant la formule de celui 
donné par DIFCO, mais dans lequel la protéose peptone n° 3 a été 
remplacée par une peptone IFFA, soit : peptone, 20 g ; glucose, 2 g ; 
CINa, 5 g@; agar, 20 g; eau distillée, 1000 ml. Stérilisation a 110° 
pendant dix minutes. Pour enrichir ce milieu, on ajoute une solution 
4 5 p. 100 d’hémoglobine (sang laqué) de mouton ou de cheval, 


a raison de 10 p. 100 du milieu de base. Le mélange se fait stérile- 


(1) Nous remercions vivement le Dt J. Thibaut, Service de Bactériologie 
de l'Institut Ernest-Malvoz, de Liége, d’avoir bien voulu nous adresser, a 
titre de référence, plusieurs des souches qu il avail isolées et testées. 


Annales de l'Institut Pasleur, t. 87, n° 6, 1954. 50 


728 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Fic. 1. — Exemple d’inhibition de C. diphtheriz mitis (souche 1) par une cory- 
nébactérie non pathogéne (souche V62) a droite. A gauche, aucun pouvoir 
antibiotique chez une corynébactérie différente. Aspect aprés quinze heures 
abies 


Fic, 2, — Les deux souches de corynébactéries non pathogénes (souche DW3 
4 gauche et souche 11T a droite) ont favorisé la croissance de C. diphtherizx 
inlermedius (souche D). Aspect aprés quinze heures & 37°. 
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ment a 60°, puis le milieu est maintenu 4 75° pendant quinze A vingt 
minutes et coulé. 

Les souches de bacilles diphtéroides sont cultivées pendant vingt- 
quatre heures sur milieu 107 enrichi. Cette culture est ensuite ense- 
mencée a l’6se sur des boites de Petri (diamétre : 10 cm) contenant 
20 ml de milieu 107 simple, sous forme de pastilles d’environ 8 mm 
de diamétre (voir fig. 1 et 2). Apres quarante-huit heures d 37°, ces 
cultures sont stérilisées aux vapeurs de chloroforme par une expo- 
sition de deux heures et demie A trois heures. Les boites sont alors 
inondées avec une suspension de C. diphtheriae en eau physiolo- 
gique (CINa a 9 p. 1000) obtenue a partir d’une culture de vingt- 
quatre heures sur milieu 107 enrichi, et dont l’opacité est évaluée par 
comparaison avec une suspension de bacilles typhiques & 1 milliard 
de germes au millilitre. La lecture se fait aprés vingt-quatre heures 
a 387° ou méme quarante-huit heures selon la vitesse de pousse du 
germe. Les souches inhibitrices s’entourent d’une zone annulaire 
demeurée stérile, alors que le reste de la boite s’est couvert de 
colonies confluentes ou séparées selon la souche (fig. 1). La sensibilité 
de C. diphteriae est évaluée par le rayon de la couronne d’inhibition 
mesuré en millimétre. 


Rgésutrats. — 1° Fréquence du phénoméne d’antibiolisme. — Sur les 
36 souches de bacilles diphtéroides examinées, il faut faire abstraction 
de la souche V62, de type V, qui nous a servi de référence et nous 
a donné les plus fortes inhibitions observées. Cette souche se com- 
porte d’ailleurs assez différemment des 2 souches suivantes, en parti- 
culier vis-’i-vis de C. diphtheriae mitis. Sur les 385 souches restant, 
2 sont apparues douées d’un pouvoir antibiotique notable : souches 
étiquetées, dans notre collection, Xnez (type Y) et 11 T (type Z). Le 
détail des résultats est résumé dans la figure 3. Onze autres souches 
ont révélé une action antibiotique nettement plus réduite et plus 
limitée, ne donnant qu’une « zone fantéme » en présence de 2 
ou 38 souches de C. diphtheriae. Ce sont : 3 souches de type H 
@ €. pseudodiphthericum et 1 C. fermentans), 1 de type V, 1 de 
type X, 5 de type Y et 1 de type Z. 

C. diphtheriae de type mitis est nettement plus sensible que les 
types gravis et intermedius. 

2° Influence du milieu de culture sur ce phénomeéne. — Nous avons 
abandonné, au début de nos essais, la gélose nutritive simple qu’uti- 
lisait J. Thibaut, car elle ne donnait trop souvent qu’une végétation 
nulle ou trop réduite du bacille diphtérique, particulicrement pour 
les intermedius. Nous avons remarqué des différences considérables 
entre Jes résultats obtenus sur milieu 107 simple et sur milieu 107 
enrichi d’une part, et d’autre part selon que la culture était ou non 
stérilisée aux vapeurs de chloroforme. 

L’adjonction de sang laqué diminue notablement lactivité anti- 
bioltique. On peut se demander si le facteur d’inhibition n’est pas 
contrebalancé par l’action favorisante de lhémoglobine. La stérilisation 
au chloroforme augmente l’importance de l’antibiotisme. Nous n’avons 
cependant pas observé une action néfaste du chloroforme sur C. diph- 
theriae se traduisant par une diminution de pousse du germe. 
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La peptone incorporée au milieu exerce aussi une influence certaine 
sur cette activité antibiotique. La protéose peptone n° 3 de Difco, 
par exemple, donne des résultats différents de la peptone IFFA que 
nous avons réguligrement utilisée (2) et qui permettait une croissance 
plus importante des différents types de C. diphtheriae. 

30 Mise en évidence d’une activité « probiotique » de certaines 


—— Souche V62 
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Fic, 3. — Les cercleshachurés indiquent les souches de C. diphtheriz ayant 
donné une pousse accrue avec la souche 11 T. On remarque la plus grande sen- 
sibilité des mitis, et le comportement assez différent de la souche V62 par rap- 
port aux deux autres bacilles diphtéroides. 


souches de bacilles diphtéroides. — Sur les 386 souches examinées, 
9 ont paru accroitre remarquablement la pousse de C. diphtheriae et 
7 autres souches ont montré une activité « probiotique » beaucoup plus 
réduite et limitée & 1 ou 2 souches de C. diphtheriae. Cette activité 
se traduit, sur les boites de Petri ensemencées selon la technique 


(2) ll s'agit @une peptone de viande préparée selon un procédé non 
publié. Nous avons utilisé, pour la majeure partie de ce travail, le milieu 107 
desséché par atomisation. 
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décrite ci-dessus, par une zone annulaire autour de la pastille de 
bacille diphtéroide oti C. diphtheriae montre des colonies grosses et 
confluentes, alors que le reste de la boite présente des colonies fines 
et distinctes. Cette couronne de végétation accrue apparait tres souvent 
au bout de quinze a dix-huit heures 4 37° alors que la surface de Ja 
boite est demeurée stérile et ne se couvrira de colonies qu’au bout 
de vingt-quatre 4 trente-six heures d’étuve (fig. 2). Le rayon de cette 
couronne peut aller jusqu’A 12-14 mm. Une méme souche, par 
exemple la souche 11T citée plus haut, peut donner lieu A une inhi- 
bition avec certaines souches de (C. diphteriae et jouer comme fac- 
teur favorisant 4 l’égard de certaines autres (fig. 3). 

Nous avons cherché a préciser ce phénoméene. Une souche, remar- 
quable par son activité « probiotique », est cullivée pendant quarante- 
huit heures en bouillon. La culture est fillrée sur membrane Zeiss. 
Ce filtrat est incorporé 4 raison de 30 p. 100 a une gélose nutritive 
maintenue en surfusion vers 50°. Ce milieu favorise nettement la crois- 
sance de certaines souches de C. diphtheriae par comparaison avec 
une gélose nutritive ordinaire. Cependant, il s’agit la d’un phénomeéne 
complexe dont l’étude doit étre poursuivic. 

4° Parallélisme entre Uactivité antibiolique de « diphteroides » 
et celle des antibiotiques utilisés en thérapeulique. — Nous avons 
mesuré la sensibilité aux antibiotiques des souches de C. diphtheriae 
étudiées. Une comparaison intéressante peut élre élablie entre l’anti- 
biotisme intra-spécifique et la réaction de C. diphtheriae aux anti- 
biotiques couramment ulilisés en thérapeutique. Cetle ¢élude fera 
Vobjet d’une note a paraitre. 


Résumé. — 1° Nous avons examiné le pouvoir antibiotique de 
386 souches de corynébactéries non pathogénes a Végard de 23 souches 
de C. diphtheriae groupant les trois types gravis, intermedius et milis. 
Si l’on excepte une souche de référence, deux représentants des 
bacilles diphtéroides (1 C. minulissimum et 1 C. sxerose) ont révélé 
un pouvoir inhibiteur remarquable, notamment pour C. diphtheriac 
de type mitis. Cet antibiotisme intra-spécifique varie selon les condi- 
tions de l’expérience, en particulier avec le milieu de culture utilisé. 

2° Nous avons mis en évidence l’action « probiotique » de 9 souches 
de bacilles diphtéroides envers les 23 souches de C. diphtheriae. L’étude 
de ce phénoméne doit étre poursuivie. 
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ISOLEMENT DE MYCOBACTERIES NON PATHOGENES 
PAR CULTURE DE L’EXPECTORATION 
DES TUBERCULEUX PULMONAIRES. 
LEURS CARACTERES DISTINCTIFS 


par J. VIALLIER. 


(Institut Pasteur de Lyon.) 


Nous avons isolé, par culture de l’expectoration de sujets chez lesquels 
le diagnostic de tuberculose pulmonaire ne faisait cliniquement aucun 
doute, 26 souches de mycobactéries non pathogénes. Trois fois cette 
mycobactérie était associée & un Mycobacterium tuberculosis authen- 
tique. C’est sur les caractéres distinctifs de ces saprophytes acido- 
alcoolo-résistants qui, & premitre vue, peuvent étre confondus avec des 
bacilles tuberculeux, que nous youdrions insister. 

Ces souches provenaient de 22 liquides de tubages gastriques et de 
4 expectorations émises par les malades. Dans aucun cas l’examen du 
produit pathologique coloré par le Zieh] classique n’avait mis en 
évidence de bacilles acido-alcoolo-résistants. Il n’y avait done 4 Vori- 
gine qu’un nombre trés restreint de mycobactéries et la culture sur 
milieu de Loewenstein ne donna naissance parfois qu’A une seule, 
toujours qu’’d un petit nombre de colonies qui au quarante-cinquitme 
jour restaient isolées, neltement distinctes les unes des autres. 

Le diagnostic des mycobactéries non pathogétnes est facile lorsqu’elles 
sécrétent un, pigment abondant. Huit souches isolées étaient nettement 
chromogénes, les colonies colorées en jaune foncé ou en rouge et 
Vapparition de la pigmentation précoce. Pour les 18 autres Jiden- 
lification fut plus délicate, les colonies non chroimogtnes apparaissaient 
sur la surface du milieu, petites, isolées, sans tendance a 1l’extension, 
assez plates, sans pourtant reproduire l’aspect verruqueux, sec, & sur- 
face plissée ou mamelonnée des cultures du bacille tuberculeux viru- 
lent. Ces colonies avaient été considérées avant la détermination de 
la sensibilité aux antibiotiques, comme celles de bacilles tuberculeux. 

Morphologiquement, si on note un certain polymorphisme : mélange 
de formes longues ou courtes, renflées ou rectilignes, l’acido-alcoolo- 
résistance, la sulfito-résistance furent des caractéres insuffisants pour 
permettre une identification valable. Beeucoup plus importante fut 
pour nous la disposition des bacilles 4 l’intérieur des colonies poussées 
en milieux liquides additionnés de sérum sanguin. Les bacilles viru- 
lents apparaissent alors en « longs faisceaux constitués par des amas 
disposés parallélement et formant des arabesques que les auteurs 
américains décrivent sous le nom de « formations serpentines » [ae 
Au contraire, nos 26 souches avirulentes, dépourvues de « cord- 
factor » [2], pousserent en donnant des amas informes plus ou moins 
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volumineux. En milieu liquide de Youmans sérum de cheval, les 
cultures apparaissaient sinon homogénes, du moins en grains trés 
fins et différaient toujours de l’aspect en amas des souches virulentes. 

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques des mycobac- 
téries ainsi isolées nous a toujours paru d’une extréme importance. 
La majorité de nos souches étaient sensibles A la streptomycine A une 
concentration inférieure a 10 ou 20 ywg/cm*. Trés rarement il fallait 
50 wg pour inhiber toute croissance. Ces résultats sont conformes 
& ceux de P. Hauduroy et 'W. Rosset [3]. 

Les 26 souches se développaient normalement, malgré une concen- 
tration en PAS du milieu de culture de 25 ywg/cm’. La sensibilité 
au PAS des bacilles paratuberculeux a fait l’objet des travaux de 
G. Penso [4] et A. Lutz [5]. Pratiquement l’acide para-amino-sali- 
cylique n’a pas d’effet bactériostatique sur la croissance des bacilles 
paratuberculeux, ce qui les différencie des bacilles tuberculeux et en 
particulier des souches qui ont perdu leur virulence. 

Aucune des 26 souches n’était sensible & une concentration d’iso- 
niazide de 5 wg/cm*. Si le bacille de Koch est extrémement sensible 
a cet antibiotique, les paratuberculeux sont spontanément  résis- 
tants [6, 7, 8, 9]. Nous pensons que lJ insensibilité a lisoniazide 
d’une mycobactérie poussant en grains trés fins en milieu liquide 
de Youmans, doit toujours faire suspecter sa valeur pathogéne. Si 
nous insistons sur cette iso-résistance, ce n’est pas que nous discu- 
tions la valeur du test de l’insensibilité au PAS, c’est parce qu’en 
pratique courante, la sensibilité 4 Visoniazide est toujours recherchée, 
celle au PAS plus rarement. Au cours de nos essais de sensibilité, 
toute souche offrant les trois caractéres suivants : culture en milieu 
de Youmans sérum de cheval homogéne ou en grains trés fins, absence 
microscopique de formations serpentines, insensibilité 4 | isoniazide, 
est identifiée plus complétement. Nous connaissons bien, a l’heure 
actuelle, la fréquence avec laquelle on isole des souches de _ bacilles 
tuberculeux résistants & Visoniazide, parfois méme chez des suiets non 
encore traités. Certaines de ces souches peuvent avoir perdu en partie 
ou presque totalement leur virulence ; leurs caractéres culturaux sont 
alors différents de ceux des mycobactéries non pathogénes. 

Nous avons systématiquement recherché, pour chacune des 26 souches, 
un test de virulence cytochimique, en l’espéce la coloration par le 
rouge neutre [40] : toutes présentérent une réaction négative. Au 
coutraire, une réaction positive pour deux souches a caractéres cultu- 
raux anormaux, isolées durant la méme période, nous les fit considérer 
comme virulentes. Elles tuberculis¢rent le cobaye. Lorsque la myco- 
bactérie isolée sécréte un abondant pigment rouge, la lecture est par- 
fois délicate. On hésite, en effet, pour savoir si le rouge neutre a coloré 
les bacilles ou s’il s’agit de leur teinte originelle. Par comparaison 
avec les bacilles non colorés, nous pensons que cette cause d’erreur 
peut étre éyitée. Un test cytochimique de virulence, utilisant des colo- 
rants différents, peut ¢tre appliqué [41]. 

Par définition méme, les mycobactéries non pathogénes sont inca- 
pables de créer chez l’animal une tuberculose expérimentale, d’évo- 
lution progressive, avec des Iésions spécifiques histologiquement définies 
et réinoculables d’animal malade a animal sain. Dans un certain 
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nombre de cas, le produit pathologique 4 l’origine de la inycobactérie 
fut inoculé au cobaye. D’autre part, 11 souches isolées furent injectées, 
enrobées d’huile de vaseline, dans la cavité péritonéale du cobaye, a la 
dose de 1 mg. Deux fois le cobaye mourut au quinziéme ou dix-hui- 
tiéme jour, les autres furent sacrifiées aprés le quarante-cinquiéme 
jour. Dans trois cas, dont les deux morts précoces, 1’autopsie 
montra des lésions minimes : fausses membranes, taches de bougie au 
niveau de l’épiploon, de la rate et du foie, avec bacilles acido-alcoolo- 
résistants décelables & leur niveau. Pour tous les autres animaux, qu’il 
se soit agit de l’inoculation directe du produit ou de la souche isolée, 
l’autopsie resta entitrement négative, sans aucune lésion de tuber- 
culose expérimentale. Si l’absence de virulence pour le cobaye d’une 
mycobactérie isolée d’une expectoration ou d’un liquide de tubage 
constitue, par définition méme, le caractére distinctif fondamental des 
mycobactéries non pathogénes, la question s’est compliquée actuelle- 
ment. Les bacilles devenus iso-résistants ont, pour beaucoup d’au- 
teurs [42, 13], perdu une grande partie de leur virulence pour le 
cobaye. Depuis quelques années nous assistons du reste 4 des modifi- 
cations considérables dans les résultats fournis par l’inoculation directe 
au cobaye de produits pathologiques. Les lésions 4 l’autopsie, au cin- 
quantiéme jour, sont minimes : nodule au point d’inoculation, ganglion 
inguinal et lombaire sans propagation a la rate et aux autres viscéres. 
Pour Jensen, la distinction entre mycobactéries tuberculeuses devenues 
iso-résistantes, et saprophytes spontanément iso-résistantes ne peut étre 
affirmée que si l’inoculation au cobaye est faite A la dose de 1 mg de 
culture pure. L’emploi de telles doses ne nous a jamais laissé de doute 
sur la nature de la souche. 

A trois reprises enfin, nous avons isolé deux mycobactéries patho- 
géne et saprophyte, a partir du méme produit pathologique (deux 
liquides de tubage gastrique, une expectoration). Dans deux de ces 
cas, il n’y avait pas de bacilles &4 l’examen direct, mais l’inoculation au 
cobaye, positive, aurait pu donner aA penser que les colonies, non 
chromogénes, isolées sur milieu solide, correspondaient bien a d’au- 
thentiques bacilles tuberculeux [44]. Au cours des repiquages ulié- 
rieurs, la mise en évidence des caractéristiques énoncées précédemment, 
nous fit admettre que la souche isolée par culture correspondait A un 
mélange ot prédominait la mycobactérie iso-résistante, non  patho- 
géne pour le cobaye. La possibilité de l’existence de tels mélanges, 
quoique rare, doit ¢étre bien connue car elle peut apporter une cause 
d’erreur extrémement importante et lourde de conséquences dans la 


recherche de la sensibilité aux antibiotiques d’une souche pathogéne 
isolée [45]. 
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NOUVEAU PROCEDE D’'ISOLEMENT 
DU BACILLE TUBERCULEUX DANS LES CRACHATS. 
USAGE DU TEEPOL DILUE 


par F. TISON. 


(Sanatorium de Praz-Coutant, Haute-Savoie.) 


Dans une note récente [4], nous avions étudié la possibilité d’isoler 
le bacille de Koch a l’aide de corps tensio-actifs. L’écueil se trouvait 
dans la difficulté de séparer ensuite le culot de centrifugation du 
résidu du mouillant utilisé. La dilution ou le lavage se révélaient 
difficiles. Les méthodes compliquées utilisant des procédés physiques 
ou diastasiques furent décevantes. 

Nous avons eu, alors, l’idée de diluer le mouillant 4 l’avance. Mais 
le teepol, en solution aqueuse, ne donnait pas une fluidification suffi- 
sante des crachats recueillis directement ou par lavage gastrique. 

Il a fallu l’utiliser en solution légérement alcaline. 

a) Teepol a 10 p. 100. — La solution utilisée comprenait 10 p. 100 
de teepol et 1 p. 100 de soude. Le temps de contact-agitation était de 
une demi-heure. 

La comparaison avec notre méthode 4 la soude a 4 p. 100 porta sur 
30 produits et sur 240 tubes ensemencés. Mais l’homogénéisation n’était 
pas satisfaisante et la végétation du bacille de Koch en souffrait. 


b) Teepol a 25 p. 100. — Nous avons alors essayé la technique sui- 
vante : 
Technique : 
A 2 cm? de crachats, ajouter 4 cm? de la solution suivante ° 
ISS OO GUS ie Haren ok oe tate Carr ee ec er, 25 cm". 
Soude. techniques puces a ja-ees 9 een st ane Aes 
TPT d= a A bh Ge Ey alge ciara Cee ie aan a ara ee ONS. ea 00rem >. 


Verser dans un grand tube A centrifuger conique stérile. 
Agiter trente minutes A température du laboratoire. 
Neutraliser alors en diluant avec la solution stérile : 


SOPH CU te ss ssa ight meMenist fete ce ols) cence 0,90 cm? 
MaAmdIStill Comme ae mr o. weore ae cpm is 0 he we 1 000 
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Pourpre de bromocrésol, trace teinte jaunatre. 
Jusqu’a apparition de nuages jaunes au sein de la couleur bleue obtenue 


(ne pas attendre le virage totai au jaune). ; 
Centrifuger une heure a 3000 tours et ensemencer le culot sur six tubes 


de Jensen frais [2]. 


Résultats. — Pour une comparaison valable nous avons procédé au 
partage des crachats (généralement négatifs aux procédés optiques). 

Une moitié était ensemencée sur quatre tubes aprés traitement a la 
soude [3]. 

Une moitié était traitée selon la technique ci-dessus et ensemencée 
sur quatre tubes de la méme série de fabrication. 

La comparaison porte sur 96 produits, donc sur 768 tubes. 


POSITIFS APRES TRAITEMENT PUSITIFS APRES TRAITEMENT 
A LA SOUDE AU TEEPOL A 25 °/, 
16 27 


Mais la rapidité d’apparition des colonies par la méthode au teepol 
est tout A fait remarquable. Il est fréquent de constater l’apparition de 
colonies bien visibles dés le douzi¢me ou quinziéme jour. 

Si on note arbitrairement 

1° Les tubes avec rares colonies. 

2° Les tubes avec quelques colonies. 

3° Les tubes avec nombreuses colonies. 

4° Les tubes avec trés nombreuses colonies. 


l'une ou l’autre méthode de culture. 


NOTE POUR LA METHODE NOTE POUR LA METHODE 
A LA SOUDE AU TEEPOL A 25 Pp. 100 
716 202 


Comme on le constate, cette méthode est simple et satisfaisante. 
Elle est, certes, susceptible de perfectionnements. Dés maintenant, dés 
que la quantité de produit est suffisante, nous ensemencons par Jes 
deux méthodes en paralléles. 

Plusieurs centaines de comparaisons sont en cours, concernant des 
crachats, des pus, des urines, etc. 
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RECHERCHES SUR LE DIAGNOSTIC ALLERGIQUE 
DE LA LYMPHANGITE EPIZOOTIQUE DU CHEVAL 
PAR L’HISTOPLASMINE 


par Pn. HILSONT et J. VERGE. 


(Laboratoire de Bactériologie, Ecole Vétérinaire, Alfort.) 


La parenté qui, selon certains auteurs, existerait entre Histoplasma 
capsulatum et Cryptococcus farciminosus nous a incités a utiliser 
Vhistoplasmine (extrait filtré et stérile de cultures d’H. capsulatum en 
milieu synthétique 4 base d’asparagine) pour le diagnostic clinique de 
la lymphangite épizootique des équidés. 

Nos recherches ont été réalisées & Bamako (A. O. F.), étant donné le 
caractére exceptionnel de la cryptococcose équine en France a l’heure 
actuelle. Les animaux cliniquement infectés subissaient un contrdle 
microscopique et l’on s’attachait & déceler l’élément spécifique par 
examen du pus entre lame et lamelle et mise en évidence du cryto- 
coque, facilement reconnaissable 4 sa forme, a ses extrémités en citron 
et surtout 4 sa membrane d’enveloppe a double contour. 

L’histoplasmine concentrée a été, pour l’usage, diluée 4 1/10 au 
moyen de sérum physiologique et injectée par voie intradermique au 
niveau de la paupiére inférieure, réalisant ainsi une technique abso- 
lument identique a l’épreuve palpébrale pour la détection de la morve. 

La lecture des résultats a eu lieu quarante-huit heures aprés la 
sollicitation allergique. La réaction positive aurait dt se traduire, 
supposions-nous, par un cedéme cutané plus ou moins marqué au 
niveau de l’injection, par une induration persistante et sensible du 
lerritoire interrogé ainsi que par des manifestations de conjonctivite 
muco-purulente plus ou moins étendue. : 

Nous avons utilisé tout d’abord, en Afrique comme en France, 
Vhistoplasmine chez de nombreux chevaux sains, étalons ou juments, 
bien connus de nous et exempts de tous signes de lymphangite spéci- 
fique. Aucune réaction n’est apparue dans les heures qui suivirent le 
lest palpébral. 

Nous avons utilisé ensuite l’histoplasmine chez six chevaux et un 
mulet présentant des sympt6émes incontestés de lymphangite crypto- 
coccique au niveau du thorax ou des membres, avec ulcérations riches 
en parasites. 

Dans quelques cas, la réaction fut marquée, aprés vingt-quatre 
heures, par un bourrelet léger réduisant A peine la fente palpébrale 
et montrant une sensibilité minime 4 la palpation. Les signes ten- 
daient rapidement a disparaitre ; de plus, l’ceil n’a manifesté & aucun 
moment de tendance, ni au larmoiement, ni 4a Ja suppuration. 


Conclusions. — Dans les conditions de nos essais, l’histoplasmine, 
extrait stérile de cultures filtrées d’Histoplasma capsulatum, ne saurait 
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étre utilisée avec succes dans le diagnostic allergique de la lym- 
phangite épizootique des équidés, malgré la parenté qui semble unir 
Histoplasma capsulatum et Cryptococcus farciminosus. 


UN CAS DE CHARBON BACTERIDIEN CHEZ LE CHIEN 
par L. ANDRAL et Cua. SERTE, 


(Institut Pasteur d’Addis-Abeba [Ethiopie].) 


Le 20 février 1953, un chien de race commune est apporté dans le 
coma aA notre consultation vétérinaire, ot il succombera dix minutes 
plus tard. 

Anamnése. — Les premiers symptémes auraient été constatés environ 
trois heures avant la mort: l’animal, de plus en plus fatigué, ne peut 
rester debout ; il s’affaisse ; ses membres sont animés de mouvements 
incoordonnés. 

Examen. — Les muqueuses sont congestionnées, légerement cyano- 
tiques ; le pouls est filant ; les pupilles dilatées. On note de l’hypo- 
thermie. 

Diagnostic clinique. — Syndrome d’intoxication ? 

Autopsie. — Piqueté bémorragique réparti sur le péritoine, le mésen- 
tére, le myocarde. La rate est doublée de volume, diffluente. Le sang 
est noir, ne coagule pas. 

Laboratoire. — 1° La réaction de précipitation d’Ascoli est positive. 

2° On colore des frottis de pulpe splénique qui montrent des 
batonnets prenant le Gram. 

3° Des ensemencements de la rate, du sang du cceur, de la moelle 
osseuse donnent naissance a des cultures pures de Bacteridium 
anthracis. 

4° L/’inoculation au cobaye confirme cette identification. 


ConcLusion. — a) Nous rapportons l’observation d’un cas de charbon 
bactéridien 4 forme seplicémique suraigué, ayant entrainé la mort d’un 
chien. 

b) Les lésions constatées A l’autopsie et les examens de laboratoire 
ont permis de porter un diagnostic que la clinique aurait a priori 
écarté, étant donné la rareté de l’infection bactéridienne chez cette 
espéce animale. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de lInstitut Pasteur : 


Recherches sur le pouvoir anti-complémentaire de 1’Euglo- 
buline I, de Sandor, par R. Varcuzs et M"* S, Laprosse, 
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Développement du virus grippal et pH du liquide allantoique de 
Voeuf embryonné. Ill. Action favorisante du carbonate de 
Magnesium, par B. Fauconnier. 


Variantes biochimiques de S. miami et S. sendai. Etude de 
Vantigéne a, par L. Le Minor. 


Notes sur quelques propriétés des toxines engendrées par 
différents types de Cl. botulinum, par M* M. GUILLAUMIE, 
A. Krecuer et A. Grorrroy. 


La culture des Mycobactéries sur gélose nutritive. Son intérét 
relatif pour différencier les bacilles tuberculeux et para- 
tuberculeux, par H. Boisverr. 


astude sur la transmission expérimentale de la myxomatose au 
liévre, par H. Jacoror, A. VALLE et B. Virnar.. 


LIVRES REGUS 


L’enfance mentalement insuffisante. Rapport d’un comité mizte 
@experts réuni par VOMS, avec la participation des Nations Unies, 
de lVOIT et de l’UNESCO. Organisation Mondiale de la Santé: 
Série de Rapports techniques, n° 75, 52 p. Prix: Fr. fr. 80, 
Fr. s. 1,- -, 1 s. 9 d., ou $ 0,25 (dépositaire pour la France : 
Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°). 


Symposium on abnormal and pathological plant growth. 1 vol. 303 p., 
Office of technical Services, Department of Commerce, Washing- 
ton 25 (U.S. A.), édit., 1954. Prix: $ 2,10: 


Ce volume contient les communications qui ont été présentées au 
VI®° des Symposiums qui se tiennent annuellement 4 Lipton, sous le 
patronage du Brookhaven National Laboratory. Celui-ci a eu lieu du 
3 au 6 aotit 1953. Toutes les notes que contient le volume sont abon- 
damment illustrées et sont accompagnées des discussions qui ies ont 


suivies. 
lak, at 


F. C. 0. Valentine ect R. A. Shooter. — Recent advances in chemo- 
therapy. Ill. Antibiotics. 1 vol. 292 p., J. et A. Churchill, Londres, 
édit., 1954. Prix : 26 s. 6 d. 


Cet ouvrage est un tableau de 1’état actuel de la question. I étudie 
les divers antibiotiques, depuis les plus anciennement découverts (péni- 
cilline) jusqu’aux plus récents (érythromycine, magnamycine, etc.) et 
leurs indications dans les diverses infections : infections a staphylo- 
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coques, 4 streptocoques, endocardite, tuberculose, méningite, actino- 
mycose, tétanos, infections intestinales, vénériennes, et enfin infections 
provoquées par les rickettsies ou certains gros virus. L’accent est mis 
sur la résistance acquise plus ou moins rapidement par les divers 


germes et qui limite singulitrement l’efficacité des antibiotiques. 
He Ts 


R. F. Bridgman. — L’hépilal rural. Sa structure et son organisation. 
Organisation Mondiale de la Santé : Série de Monographies, n° 21, 
160 p. Prix : Fr. s. 8, Fr. fr. 640, 10 s. 0 d., $ 2,00 (dépositaire 
pour la France: Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, 
Paris-6°). 


Organisation Mondiale de la Santé. — Soins infirmiers, apergu de 
législation sanitaire comparée, Recueil international de Législation 
sanitaire, 1958, 4, 483-522. Prix: Fr. s. 1, 2 s. 0 d., $ 0,25 
(dépositaire pour la France: Librairie Masson, 120, boulevard 
Saint-Germain, Paris-6°). 


Bibliographie de Dictionnaires scientifiques et techniques multi- 
lingues. 1 vol., 178 p., UNESCO, 19, avenue Kléber, édit., 1953. 
Bree 3 ONO: toe 

Il s’agit d’une liste de dictionnaires bilingues ou polyglottes concer- 

nant les différents domaines de la science et de la technique, qui a 

élé établie par les soins de UNESCO. Les dictionnaires sont classés par 

rubriques selon le systeéme de la classification décimale universelle, 
concue pour le classement des livres sur les rayons des bibliothéques. 

La notation adoptée permet d’exprimer les rubriques avec concision et 

d’indiquer sans équivoque possible lordre dans lequel elles se 

succédent. Tous les symboles utilisés en outre dans le volume sont 
soigneusement expliqués et des exemples sont donnés qui permettent 
aux chercheurs de retrouver facilement louvrage dont ils ont besoin. Ce 

livre rendra de grands services 4a tous les travailleurs qui auront a 

lire ou a traduire un ouvrage technique dans une langue étrangére. 

fale ai. 


H. Erbring et F. Horst Muller.— Kréifle und Strukturen bei Kolloiden. 
1 vol. IV + 174 p., 196 fig., Dietrich Steinkopff, édit., Darmstadt, 
Ueyovk, [habs 2 IDS Mil, & PXoy, 


Comptes rendus du XVIe° Congres sur les Colloides qui s’est tenu A 
Hambourg les 19 et 20 septembre 1953, et qui comprennent toutes les 
communications présentées et les discussions qui les ont suivies. Ce 
volume constitue le tome 16 des Comptes Rendus de la Kolloid Gesell- 
schaft qui sont publiés dans le tome 136 de la Kolloid Zeitschrift. 

Lge 
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DU TOME 87 
Anmep Hapsr. — Voir Remiincer (P.). 
Aurx (D.). — Voir DrEsporpes (J.). 
AnpRAL (L.) et Sern (Ch.). — Un cas de charbon bactéridien chez 
le chien eer ih Sores: Ser 
AnpRigev (G.), ENJALBERT (L) et Tecate a). — Streptocoques 


d’origine humaine. Etude de 217 souches. IJ. Caractéres 
morphologiques. Action des antibiotiques. Il. Propriétés 


sérologiques et biochimiques . . . Eee wooo MeL 
Arsouys (S.), Fine (J.) et Eyquem (A.). — Gontibution a l’étude 


électrophorétique du sérum des rongeurs . 

AuBert (J.-P.). — Voir Lremorenr (M.). 

AupEBAup (G.), Ganzin (M.), Creccanpr (J.) et Merverte (P.). — 
Isolement d’un Chromobacterium violaceum a partir de 
lésions hépatiques observées chez un singe Cercopithecus 


cephus . . 
— Voir Le Minor (L.). 
Batpuccr {(D.), Curcio (F.) et Rotir (G.). — Action des adjuvants 
sur l’activité des vaccins contre le virus de Newcastle . 
Barsac (H. pe). — La microflore dénitrifianle ; sa présence normale 
dans le sol 58) ot 2S i ae ee er et 
— et CuHarvrenac (M.-A.). — Nouyel essai sur la détermination 
du pouvoir amylolytique 
Baron (J.-B.). — Voir Carau (N.). 
BasScoULERGUE (P.). — Voir Le Minor (L.). 
BENACERRAF (B.). — Voir Brozzr (G.). 
Brnrto-Trusizto (M.). — Une nouvelle espéce microbienne patho- 
gene pour le mouton, Corynebacterium toxinogenes 
Béiouienon (R.) et Vianar (C.). — Les vaccinations antirabiques a 
l'Institut Pasteur en 1953 . hl eel. 0M a ea Oa 
Bertroyr (A.) et Courtiru (A.-L.). — La différence de sensibilité 


\ la streptomycine comme test de diagnostic bactério- 
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— Voir Favre (M). 
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Brumer (J.). — Influence de la composition du milieu de culture 
sur la production spontanée de phages par le bacille 
lysogéne de Lisbonne : 

Brozzt (G.), Benacerrar (B.), Gatien (F.), Hen (B.-N.), 
Levaprtr (J.) et Rist (N.). — Etude de l’activité granulo- 
pexique du _ systéme réticulo-endothélial au cours de 
l’infection tuberculeuse expérimentale de la souris 

Bizzint (B.), Diczon (M.) et Raynaup (M.). — Etudes sur la 
toxine R2 du bacille typhique. IH. Préparation d’une 
toxine soluble . ew ee eee 

— Voir Raynaup (M.). 

Bonrits (S.). — Voir Gros (F.). 

Boypen (S. V.) et Grapar (P.). — Rdle des lipides dans la sensi- 
bilisation des érythrocytes par les constituamts de la 
tuberculine ees 

Buck (G.), Qursnet (J. J.) o ites Vente — Raperiences ce ino- 
culation du pore avec le virus de la maladie de Newcastle. 

Burriaux (R.), Osteux (R.), Fresnoy (R.) et Mortamez (J.). — Les 
propriétés biochimiques caractéristiques du genre Proteus. 
Inclusion souhaitable du genre Providencia dans celui-ci. 

— Voir Monnet (P.). 
Capau (N.) et Baron (J.-B.). — Variation de la pigmentation et 


du test de a eae chez le staphylocoque sous l’action 
duins2DEy 


Camanp (R.). — Voir Jouserr Tae 
CARAVEL (C.), Ductoz (J.) et Grounape (J.). — Dispositif d’alimen- 
tation & courant constant pour électrophorése sur papier. 
Carr (L. G. K.) et Macnesosur (M.). — L’action de la pénicilline 
sur le métabolisme protidique dans les cellules prolifé- 
rantes des bactéries. I et II . 585 et 
CARRERE (L.) et Roux (J.). — Recherche des Brucella dans le sang 
par inoculation 4a l’embryon de poulet 
— — Activité phosphatasique des staphylovoques . c 
— — Recherches sur la fiévre Q dans la région monipeibees cist 
CasteLiani (A.). — Observations sur une bactérie qui semble jouer 


un role important dans l’étiologie de 
d’ulctre varicosoide . 


Ceccaupr (J.). — Voir AupEnaup (G.). 

Caappert (Y.), Le Minor (S.), Le Minor (L.) et Nicome (P.). — 
Ktudes sur les 2. 
infantiles. I. 4 : 

Cuatvienac (M.-A.). — Voir eee (H. nen 

Courtieu (A.-L.). — Voir Berroyr (A.). 

Curcio (F.). — Voir Batpuccr (D.). 


Daumen (M.) et Mourscnen (J.). — Action de la gliotoxine et de 
la viridine sur les cultures de tissus végétaux . 
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filamenteuse du Paracoccidioides brasiliensis ; étude des 
noyaux . 


Dusors (R.). — Voir ees (ED. 
Ductoz (J.). — Voir CaRAven (C.). 


ENJALBERT (L.). — Voir AnpRieEu (G.). 
Eyquem (A.) et PopiiacHouK (L.). — Les groupes sanguins des 
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GaupieR (B.). — Voir Tacquet (A.). 
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